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Telomere so kompleksne strukture na koncu linearnih kromosomov, ki ščitijo DNA pred 
skrajševanjem. Čeprav njihova vloga še ni popolnoma znana, imajo telomere pomemben vpliv 
na staranje. Z vsako delitvijo celice se telomere krajšajo, dokler ne postanejo tako kratke, da se 
celica več ne more deliti. Krajše kot so telomere, bolj smo dovzetni za bolezni, povezane s 
staranjem, med njimi rak, ateroskleroza, sladkorna bolezen in druge. Na krajšanje telomer 
negativno vplivajo tudi različni okoljski dejavniki, kot so kajenje, stres, neaktiven življenjski 
slog, strupene snovi iz okolja, debelost in podobno.   
V magistrski nalogi smo preučevali povezavo med dolžino telomer in prisotnimi polimorfizmi 
gena za metilentetrahidrofolat reduktazo (MTHFR). V ta namen smo v 183 vzorcih DNA 
zdravih preiskovancev dveh starostnih skupin (mlajše s povprečno starostjo 23 let (N = 91) in 
starejše s povprečno starostjo 57 let (N = 92)), ki so bili izolirani iz polne krvi, določili relativno 
dolžino telomer z monokromatsko multipleksno kvantitativno reakcijo s polimerazo. S 
kompetitivnim specifičnim alelnim PCR (angl. KASP PCR) pa smo genotipizirali polimorfizma 
rs1801131 in rs1801133 v genu, ki kodira metilentetrahidrofolat reduktazo (MTHFR). S 
statistično analizo smo nato preverili povezavo med relativno dolžino telomer in prisotnimi 
polimorfizmi. Preverili smo tudi vpliv spola in starosti preiskovancev na dolžino telomer. 
Noben izmed preučevanih kliničnih in genetskih dejavnikov ni bil statistično značilno povezan 
z dolžino telomer. Kljub temu, da sta povezavo med polimorfizmi gena MTHFR in dolžino 
telomer že raziskovali dve raziskavi, je naša raziskava prva, ki je preverjala dolžino telomer in 
polimorfizme gena MTHFR pri obeh spolih in v različnih starostnih skupinah.  
Naša raziskava je ena izmed mnogih, ki dokazuje, kako kompleksno je uravnavanje dolžine 
telomer in da imamo znanja o njih zaenkrat še premalo, da bi lahko prišli do klinično 
pomembnih zaključkov. Da bi lahko bolje ovrednotili vpliv polimorfizmov gena MTHFR na 
krajšanje telomer, bi bilo potrebno izvesti longitudinalne študije, ki bi vključevale večje število 
preiskovancev v določenem časovnem obdobju, o preiskovancih pa bi potrebovali tudi bistveno 
več podatkov kot zgolj spol in starost. Še posebej pomemben bi bil podatek o prehranskem 
vnosu folata, v raziskavo pa bi lahko vključili tudi več genov folatne poti. 
KLJUČNE BESEDE 
relativna dolžina telomer, kvantitativna reakcija s polimerazo v realnem času, metilen-
tetrahidrofolat reduktaza, polimorfizem, rs1801131, rs1801133 
ABSTRACT 
Telomeres are complex structures at the end of linear chromosomes that protect the DNA from 
shortening down in size. Altough their role is not yet fully understood, telomeres have a 
significant impact on aging. With each cell division, the telomeres shorten to the point, where 
they become so short, that the cells can no longer divide. The shorter the telomeres become, the 
more susceptible individual becomes to diseases associated with aging, as well as diseases such 
as atherosclerosis, diabetes and others. Telomere shortening is also adversely affected by 
various factors, such as smoking, stress, inactive lifestyles, toxic environmental substances, 
obesity etc. 
In this master’s thesis, we have studied the relationship between telomere length and 
polymorphisms in the methylenetetrahydrofolate reductase gene (MTHFR). For this purpose, 
the relative telomere length by monochromatic multiplex quantitative polymerase chain 
reaction was determined in 183 DNA samples from healthy subjects of two age groups (younger  
with average age of 23 years and older with average age of 57 years) isolated from whole blood. 
Competitive allele specific PCR (KASP PCR) was used to genotype the rs1801131 and 
rs1801133 in gene encoding methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR). With the 
statistical analysis, we then verified the relationship between the relative length of telomeres 
and the polymorphisms present. We also wanted to correlate telomere length regarding the 
gender and age of the subjects. We did not confirm an association between telomere length and 
selected factors, as the tests did not reach statistical significance. Although two previous studies 
had evaluated the relation of the telomere lenght and polymorphisms of the MTHFR gene, our 
study is the first to compare telomere length and MTHFR polymorphisms in both genders and 
in different age groups. 
Our study is one of many that demonstrate the complexity of the telomere length managment 
and the lack of knowledge in this field, making drawing clinically relevant conclusions difficult. 
In order to better evaluate if MTHFR polymorphisms affect telomere shortening, longitudinal 
studies involving a larger number of subjects over a period of time and more extensive clinical 
data would be required. Data on dietary folate intake would be particularly important. In 
addition, several folate pathway genes could be included in the study. 
KEYWORDS 
relative telomere length, quantitative polimerase chain reaction, methylenetetrahydrofolate 
reductase, polymorphism, rs1801131, rs1801133 
SEZNAM OKRAJŠAV 
DNA – deoksiribonukleinska kislina 
TRF1 – beljakovina TRF1; telomeric repeat binding factor-1 
TRF2 – beljakovina TRF2; telomeric repeat binding factor-2 
RAP1 – represor aktivator protein-1 
TIN2 – beljakovina TIN2; TERF1-interacting nuclear factor-2 
TPP1 – tripeptidil peptidaza-1 
POT1 – beljakovina POT1; protection of telomeres protein-1 
RNA – ribonukleinska kislina 
hTERT – telomerazna reverzna transkriptaza 
hTERTC – telomerna RNA 
TEP1 – beljakovina TEP1; telomerase associated protein-1 
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STELA – analiza dolžine posameznih telomer; single telomere length analysis 
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PCR – verižna reakcija s polimerazo 
dNTP – deoksinukleozid trifosfati 
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Pri pomnoževanju genetskega materiala oligonukleotidni začetniki določajo začetno točko 
podvojevanja deoksiribonukleinske kisline (DNA) in omogočajo začetek sinteze novih verig. 
Mesto na koncu zastajajoče verige linearnega kromosoma, kjer se oligonukleotidni začetnik 
veže, se ne podvoji. Z vsako delitvijo celic to vodi v postopno skrajševanje konca vsakega 
kromosoma, saj se z vsakim celičnim ciklom izgubi približno 50 nukleotidov, kar vodi do 
krajšanja verige DNA (1-3). Kritično kratke telomere vodijo v senescenco ali celično smrt oz. 
apoptozo (3). Pri večini evkariontskih organizmov konce linearnih kromosomov pred 
razgradnjo in poškodbami med podvajanjem ščitijo nukleoproteinski kompleksi, imenovani 
telomere. Telomere sodelujejo pri vzdrževanju genomske stabilnosti ter ščitijo konce 
kromosomov pred fuzijo z drugimi kromosomi, ki jih ščitijo pred razgradnjo in poškodbami 
med replikacijo. Takšne poškodbe so namreč ireverzibilne in lahko vodijo v apoptozo ali v 
spremembo celice v maligno. (4-5).  
 
 





Telomere so sestavljene iz nekodirajočih zaporedij DNA z zelo ohranjenimi tandemskimi 
ponovitvami šestih nukleotidov 5'-(TTAGGG)n-3' (2, 7-9). Telomerna DNA je povezana s 
specializirano skupino proteinov, ki jim rečemo šelterini (angl. shelterin) (5). Človeški 
šelterinski kompleks vsebuje šest proteinov: dejavnika TRF1 in TRF2 (angl. telomere repeat 
binding factor1 in telomere repeat binding factor 2), ki vežeta telomerne ponovitve, 
represorski/aktivatorski protein 1 (RAP1), TIN2 (angl. TERF1-interacting nuclear factor 2), ki 
deluje kot centralna komponenta, tripeptidil peptidaza 1 (TPP1) in POT1, ki ščiti telomere pred 
odzivi na poškodbe (angl. protection of telomeres protein 1). Šelterinski kompleks prepreči, da 
bi bile telomere zaznane kot prelom dvojne vijačnice DNA, kar bi sprožilo popravljalne 
mehanizme (10).  
 
1.2 TELOMERAZA 
Nekatere celice imajo zmožnost uravnavanja krajšanja telomer s tem, da izražajo encim 
telomerazo.  Telomeraza je od RNA odvisna DNA-polimeraza, ki zgradi molekulo DNA ob 
uporabi RNA kot matrice (11). Gre za encim, ki je sestavljen iz proteinskega in 
ribonukleinskega dela, kjer proteinski del predstavlja telomerazna reverzna transkriptaza 
(hTERT), ribonukleinski del pa telomerna RNA (hTERTC) (12-13). Enoti sta med seboj 
povezani s proteinom TEP1 (angl. telomerase associated protein 1) (14-15). Proteinski del 
oziroma hTERT je sestavljen iz manjše (80 kDa) in večje (95 kDa) podenote. Manjša podenota 
se veže na ribonukleinski del (hTERTC), večja enota pa na verigo DNA. Za normalno delovanje 
encima sta potrebni obe podenoti, od stopnje aktivnosti encima pa je odvisno, ali se bodo 
telomere po pomnoževanju krajšale, daljšale ali bodo ostale enako dolge (16).  
1.2.1 Delovanje telomeraze 
Podaljševanje DNA verige poteka v več fazah. Telomeraza se veže na matrico RNA, ki vsebuje 
zaporedje, komplementarno telomerni DNA, in podaljša 3' konce DNA. Ko so prosti 3'-konci 
dovolj dolgi, se lahko druga veriga DNA izgradi z običajnim podvojevanjem DNA, torej z 




Slika 2: Delovanje telomeraze. Telomeraza se veže na 3'  konec telomere, ki je komplementaren 
telomerazni RNA. Nukleotidi se dodajo glede na telomerazno RNA kot matrica. Telomeraza se 
pomika naprej, veže se na novo dodane ponovitve. Pride do ponovnega dodajanja nukleotidov 
in pomikanja telomeraze naprej, in ponovitve postopka. DNA-polimeraza nato podaljša konec 
telomere, ki ima vlogo matrice (povzeto po 11). 
Telomeraza je kompleks, sestavljen iz štirih podenot: katalitične domene hTERT, RNA-matrice 
hTERTC, ki omogoča telomerazi na 3'-konec kromosoma dodajanje zaporedja, bogatega z G-
nukleotidi, in proteinov pontina in reptina, ki sodelujeta pri sestavljanju kompleksa (17-18). 
1.2.2 Aktivnost telomeraze 
V različnih vrstah celic je aktivnost telomeraze različna. Največja aktivnost je prisotna v 
zarodnih celicah ter nekaterih matičnih celicah (11). V večini somatskih celic običajno 
telomeraza ni aktivna. Krajšanje dolžine telomer je lahko znak številnih bolezni in je lahko 
rezultat primarne disfunkcije telomeraze zaradi različnih sprememb v genih, ki kodirata hTERT 
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in hTERTC, ali motnje v sami organizaciji telomer. Krajšanje dolžine telomer pa lahko 
povzročijo tudi različni znotrajcelični ali zunajcelični dejavniki, ki privedejo do prezgodnje 
izgube telomer (3).  
 
1.3 DOLŽINA TELOMER 
Dolžina telomer (DTL) se razlikuje med vrstami, znotraj vrste, pa tudi med kromosomi. Miši 
in podgane imajo relativno dolge telomere, od 20 do 150 kbp, medtem ko so človeške telomere 
dolge 8 do 15 kbp (19). Največje razlike v dolžini telomer nastanejo v prvih nekaj letih po 
rojstvu. Skozi otroštvo in adolescenco je dolžina telomer relativno enaka, nato pa se z leti 
krajšajo. Ob rojstvu med spoloma ni razlik v dolžini telomer. Pojavijo se v kasnejših letih, ko 
imajo ženske v primerjavi z moškimi daljše telomere. Vzrok za to so verjetno okoljski dejavniki 
in razlike v nivoju estrogena (20). Daljše telomere so dokazali tudi pri afro-američanih v 
primerjavi z belo raso (21).  
Najprimernejši vzorec za določanje dolžine telomer je DNA iz krvnih levkocitov, saj so 
razmeroma lahko dostopni in omogočajo enostavno analizo. Velik problem pri določanju 
dolžine telomer iz levkocitov predstavlja dejstvo, da se dolžina telomerov skrajša tudi ob 
prisotnosti različnih boleznih. Tako dolžina telomer lahko odraža biološko staranje organizma 
ali pa je pokazatelj procesa vnetja, kjer je lahko prisoten tudi oksidativni stres (21).  Na dolžino 
telomer vplivajo očetova starost ob rojstvu potomcev, vnetni procesi, kajenje tobaka, fizična 
aktivnost, spol, socialnoekonomski status, indeks telesne mase, vnos vitaminov, antioksidanti 
v prehrani, uživanje alkohola, nadomestna hormonska terapija in rasa (22).  
1.3.1 Krajšanje telomer 
Kromosomi evkrationtov so linearni, kar pomeni, da imajo konce. Ti konci lahko predstavljajo 
problem pri pomnoževanju DNA (angl. end replication problem) (11). DNA-polimeraza ni 
zmožna v celoti podvojiti linearnih koncev, saj je zmožna sinteze hčerinskih verig le v smeri 5' 
proti 3' (23).  Rezultat sta dva neenakovredna konca dvojne vijačnice. Ena izmed dveh novih 
DNA verig nastaja neprekinjeno in jo imenujemo vodilna veriga. Druga, zastajajoča veriga, 
nastaja v obliki manjših Okazakijevih fragmentov. Za sintezo vsakega izmed njih je potreben 
drug RNA začetnik. RNA začetnik se kasneje odstrani, ista DNA-polimeraza pa lahko izpolni 
vrzel. Pri tem začetnika več ne potrebuje, saj za začetek verige uporabi naslednji Okazakijev 
fragment (24). Težava se pojavi na koncu dvojnovijačne DNA, saj po odstranitvi RNA 
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začetnika DNA-polimeraza ne more dokončati verige (11). Zato po vsaki delitvi pride do 
počasnega in postopnega krajšanja telomer. Pri ljudeh se dolžina telomer z vsako celično 
delitvijo skrajša za 30 do 150 bp (21). Celice se po določenem številu delitev prenehajo deliti 
in preidejo v senescenco oz. staranje. To spremljajo morfološke spremembe, spremembe v 
izražanju genov in proteinov. Senescenca je povezana tudi s spremembami v izražanju tumor 
supresorskih genov p53, p16 in p21 (25).   
1.3.2 Oksidativni stres in dolžina telomer 
V letu 2018 je šest od osmih študij na ljudeh dokazalo povezavo med oksidativnim stresom in 
krajšo dolžino telomer v levkocitih (26). Oksidativni stres povzročajo različne reaktivne 
kisikove zvrsti (ROS), ki nastajajo zaradi zunanjih dejavnikov (UV sevanje, onesnaževala) ali 
kot stranski produkt aerobnega metabolizma in proizvodnje ATP v mitohondrijih (27). Ko 
različne ROS reagirajo z DNA, lahko nastane več kot sto različnih tipov oksidativnih sprememb 
(26). Telomere, ki vsebujejo tri zaporedne gvanine, so najbolj občutljivo mesto za oksidativni 
stres (28). Glavni dejavnik krajšanja telomer so poškodbe enoverižne DNA. Popravljalni 
mehanizmi so pri poškodbah telomer, povzročenih z ROS, manj učinkoviti kot v ostalem 
genomu. Protein TRF 2, ki je del šelterinskega kompleksa, ovira dostop popravljalnih encimov 
do enoverižne DNA. Ker se poškodovane telomere zato ne bodo popolnoma pomnožile, pride 
do izgube nukleotidnega zaporedja za mestom poškodbe. Odvisno od tega, kje na verigi je prišlo 
do poškodbe, se lahko izgubi od nič do 1000 bp (7, 26, 28-30). ROS lahko na telomere deluje 
tudi indirektno, in sicer z zmanjševanjem aktivnosti telomeraze (27). Poškodbe, povzročene z 
oksidativnim stresom, lahko poleg popravljalnih mehanizmov zmanjšujemo z antioksidanti iz 
prehrane (glutation, vitamin E, vitamin C, karotenoidi, flavonoidi, koencim Q-10, α – lipoična 
kislina)  (27, 31).  
1.3.3 Vnetje in dolžina telomer 
Kronično vnetje neposredno povzroči disfunkcijo telomer oz. telomeraze. Med vnetjem pride 
do povečanega števila celičnih delitev in posledično hitrejšega krajšanja. Ob vnetju pride do 
povišanja citokinov; interferon- γ (IFN-γ), tumor nekrotizirajoči faktor-α (TNF-α), interlevkin 
1 (IL-1) in interlevkin 6 (IL-6). Veliko teh proteinov sodeluje tako v vnetnem procesu kot pri 
izražanju telomeraze (32). Vnetje in aktivnost telomeraze uravnavata NF-κB transkripcijski 
faktor in RAP1 protein. NF-κB poleg lastnosti, ki spodbujajo vnetje,  uravnava izražanje 
telomeraze, RAP1 pa vpliva na signalne poti NF-κB in sodeluje pri podaljševanju telomer (33). 
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1.3.4 Bolezni, povezane z dolžino telomer 
Krajšanje telomer spremljajo fizični znaki obolenj, ki so povezana s staranjem in 
izpostavljenostjo stresu, zato celice hitreje preidejo v senescenco in pride do hitrejšega staranja 
organizma (34). Bolezni, povezane s pospešenim krajšanjem telomer, so prikazane v Tabeli 1.  
Tabela 1: Bolezni, povezane s pospešenim krajšanjem telomer 
Genetske bolezni  
Dyskeratosis congenita, Wernerjev sindrom, družinska 
idiopatska pljučna fibroza, družinski mielodisplastični 
sindrom, Blumov sindrom, Ataxia-telangiectasia, 
Nijmegenov sindrom (29, 34-36) 
Avtoimunske bolezni 
sistemski lupus eritematozus, skleroza, Wegenerjeva 
granulomatoza, atopijski dermatitis, psoriaza, sladkora 
bolezen tipa 1 (37) 
Duševne bolezni 
depresija, posttravmatska stresna motnja, anksioznost, 
bipolarna motnja, shizofrenija, demenca (29, 34-36) 
Ostale bolezni 
sladkorna bolezen, hipertenzija, prekomerna teža, 
kardiovaskularne bolezni, kronična obstruktivna pljučna 
bolezen (KOPB),  jetrna ciroza, astma, Fanconijeva anemija 
(29, 34-36) 
 
1.3.5 Podaljševanje telomer 
Glavno pot podaljševanja telomer pri sesalcih omogoča encim telomeraza. Nekatere celice, v 
katerih telomeraza ni aktivna, so se še vedno sposobne podaljševati preko alternativnega 
podaljševanja telomer (ALT) (angl. alternative lenghtening of telomeres) (38). Med ALT sodijo 
homologna rekombinacija, telomerna izmenjava kromatid in blokiranje T zanke (38-40). 
 
1.3.6 Določanje dolžine telomer 
Za določanje dolžine telomer v povezavi z različnimi značilnostmi preiskovancev se 
najpogosteje uporablja merjenje dolžine telomer v levkocitih. Metoda se uporablja zaradi 
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neinvazivnosti, saj biološki vzorec, iz katerega lahko določimo dolžino telomer, pridobimo s 
preprostim odvzemom krvi (29). Polna kri je mešanica krvne plazme in različnih krvih celic, 
med katerimi so najpogosteje zastopani eritrociti. Ker le-ti nimajo jedra, dolžino telomer 
določamo v levkocitih. Ti so heterogena skupina celic z različnim izvorom, imunsko funkcijo, 
proliferacijo in telomerazno aktivnostjo, kar lahko pomembno vpliva na razlike v povprečni 
dolžini telomer (29, 41). Za merjenje dolžine telomer v celicah z jedrom je razvitih pet metod, 
med katerimi za zlati standard velja analiza telomernih restrikcijskih fragmentov (TRF), ki 
zajema cepljenje z encimom, elektroforezo in prenos po Southernu (29, 41). V uporabi so še 
kvantitativna verižna reakcija s polimerazo (Q-PCR), različne izvedbe kvantitavine 
fluorescenčne in situ hibridizacije (Q-FISH), metoda določanja dolžine posamezne telomere 
(angl. STELA-single telomere length analysis) in določanja dolžine najkrajše telomere (angl. 
TeSLA-Telomere Shortest Length Assay) (42-43).  
 
1.4  FOLATI 
Folat je esencialen vodotopen vitamin B9, ki je izjemno pomemben za človeški organizem, saj 
je potreben za sintezo, obnovo in metilacijo DNA, sodeluje pa tudi v metabolizmu aminokislin 
(44). Poleg tega deluje kot kofaktor pri mnogih bioloških reakcijah, ima pomembno vlogo pri 
delitvi celic, potreben je za sintezo eritrocitov in preprečevanje slabokrvnosti, zato je še 
posebno pomemben med nosečnostjo in pri dojenčkih (45-46). Folat je splošni izraz za naravno 
prisotne prehranske folate in folate v prehranskih dopolnilih ter folno kislino. V hrani prisotne 
naravne oblike folata imajo običajno dodatne glutamatne ostanke, zaradi česar so poliglutamati. 
Folna kislina je oksidirana monoglutamatna oblika, ki se uporablja v prehranskih dodatkih (47).  
Do pomanjkanja folatov največkrat pride zaradi neuravnotežene prehrane, kljub temu pa na 
pomanjkanje lahko vplivajo tudi številni drugi mehanizmi. Do pomanjkanja lahko privedejo 
stanja, ki ovirajo absorbcijo ali porabo, povečane potrebe ali povečano izločanje folatov.  Vsa 





Tabela 2: Dejavniki tveganja za pomanjkanje folatov (48) 
Slabe prehranjevalne navade 
nizek vnos hrane, bogate s folati, kuhana in 
obdelana sadje in zelenjava, namesto surova 
Dieta 
dieta z malo ogljikovimi hidrati, dieta pri 
fenilketonuriji 
Povečane potrebe 
obdobje hitre rasti, nosečnost, dojenje, 
nedonošenčki, srpastocelična anemija, 
tumorska rast, hemodializa, 
hipermetabolična stanja 
Malabsorpcija 
celiakija, vnetna črevesna bolezen, sindrom 
kratkega črevesja, atrofični gastritis, limfom, 
amiloidoza tankega črevesja, črevesni obvod, 
vpliv zdravil 
Motena poraba 
kronični alkoholizem, kajenje, jetrne bolezni, 
vpliv zdravil, vpliv starosti, pomanjkanje 
vitamina B12, prirojeno pomanjkanje 
encimov 
Povečano izločanje ledvična dializa, pomanjkanje vitamina B12, 
 
Prisotnost genetskih polimorfizmov v genih za encime, ki sodelujejo v presnovi folata, 
predstavlja dodaten dejavnik tveganja za pomanjkanje folatov.  
1.4.1 Presnova folatov 
Absorbcija folatov poteka v proksimalnem delu tankega črevesja, v dvanajstniku in jejunumu. 
Ko zaužijemo folate, se morajo ti za vstop v celice pretvoriti v metiliran tetrahidrofolat. 
Pretvorba poteka v enterocitih preko encima glutamat karboksipeptidaza II, ki hidrolizira 
poliglutamate do monoglutamatov in s tem omogoči njihov transport (49). Folna kislina ima 
samo en glutaminski ostanek, ki ga je potrebno reducirati, da dobimo naravno bioaktivno obliko 
tetrahidrofolata (THF). Za to sta potrebni dve redukcijski reakciji, ki ju katalizira dihidrofolat 
reduktaza (DHR). Z dodatkom skupine z enim ogljikovim atomom in nadaljnjo redukcijo 
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dobimo 5-metiltetrahidrofolat (5-MeTHF), monoglutamat, ki je glavna oblika folata v krvnem 
obtoku. 5-MeTHF v celico vstopa preko tkivno specifičnih folatnih receptorjev ali prenašalnih 
proteinov. V celici se ponovno poliglutamirajo z encimom folilpoliglutamat sintetaza (FGPS). 
Poliglutamirani folati ne morejo prehajati celičnih membran in se na ta način zadržijo v celici. 
Imajo tudi večjo afiniteto za encime, ki sodelujejo v presnovi folatov, v primerjavi z 
monoglutamati (50).  
Biološko aktivna oblika folata, tetrahidrofolat (THF), se lahko s serin hidroksimetiltransferazo 
(SHMT) in kofaktorjem vitaminom B6 pretvori v 5, 10 – metilenTHF. 5, 10 – metilenTHF lahko 
sodeluje kot kofaktor pri pretvorbi deoksiuridin monofosfata (dUMP) v deoksitimidin 
monofosfat (dTMP) in nadaljnji sintezi DNA. Lahko pa se s pomočjo 5, 10 – metilen-
tetrahidrofolat reduktaze (MTHFR) ob pomoči kofaktorja vitamina B2 pretvori v 5-metilTHF. 
Encim MTHFR je zelo pomemben, saj folate usmerja v sintezo 5-metilTHF, ki je substrat 
reakcije za pretvorbo homocisteina v metionin (46, 49-51). Grafični prikaz metabolizma folatov 
je prikazan na Sliki 3. 
 
Slika 3: Prikaz metabolizma folatov do 5-MTHF. Legenda: DHF-dihidrofolat; THF-
tetrahidrofolat; 5,10-MTHF-5,10-metilentetrahidrofolat; 5-MTHF-5-metiltetrahidrofolat; 
SHMT-serin hidroksimetiltransferaza; MTHFR-metilen tetrahidrofolatreduktaza; dUMP-
deoksiuridin monofosfat; dTMP-deoksitimidin monofosfat; B6-vitamin B6; B2-vitamin B2 
 10 
 
1.5  5, 10-METILEN-TETRAHIDROFOLAT REDUKTAZA (MTHFR) 
Metilen-tetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) ima pomembno vlogo pri presnovi folatov. 
Katalizira ireverzibilno pretvorbo 5, 10–metilentetrahidrofolata v 5–metiltetrahidrofolat, ki je 
kosubstrat pri remetilaciji homocisteina v metionin. Gen MTHFR, ki kodira citoplazemski 
encim MTHFR, se nahaja na kratkem kraku kromosoma 1, na mestu 1p36.3 in ima 11 eksonov. 
V genu MTHFR, ki nosi zapis za produkcijo encima MTHFR,  je trenutno znanih več kot 40 
genetskih sprememb. Najpogostejša in najbolj proučena polimorfizma sta rs1801133 in 
rs1801131 (52-55). Zmanjšan vnos folata in genetski polimorfizmi MTHFR so dejavnik 
tveganja za številne bolezni. Med nosečnostjo lahko pride do prirojenih napak ploda, kot so 
srčne napake, orofacialna shiza oz. zajčja ustnica, okvara nevralne cevi, ki je tudi vzrok 
številnih perinatalnih smrti (52, 58). Prisotnost polimorfizmov poveča tveganje za 
kardiovaskularne bolezni in nekatere nevrološke motnje (bipolarna motnja, Parkinsonova 
bolezen, Alzheimerjeva bolezen, demenca) (59-60). 
1.5.1 Polimorfizem rs1801133 gena MTHFR 
Polimorfizem MTHFR rs1801133 (NM  005957.5:c.665C>T, NP 005948.3:p.Ala222Val) 
povzroči substitucijo citozina s timinom in je znan tudi kot 677C-T ali C667T.  Povzroči 
zamenjavo alanina z valinom na aminokislinskem mestu 222 katalitične domene in s tem pride 
do zmanjšane aktivnosti encima. Substitucija povzroči, da encim postane termolabilen in ima 
zmanjšano aktivnost. V pogojih in vitro se aktivnost MTHFR pri homozigotih (TT) zmanjša za  
približno 70 %, pri heterozigotih (CT) pa za 35 %, glede na normalni genotip 677 CC (52). 
Homozigoti 677 TT imajo zvišane ravni homocisteina, še posebej to velja za osebe, ki imajo 
nizko raven folatov v krvi. Dokazali so tudi, da je pri tistih homozigotih 677 TT, ki so prejemali 
dodatke folne kisline, znižana raven plazemskega homocisteina (56-57). Homozigoti za alel T 
polimorfizma rs1801133 imajo manjše tveganje za rak želodca, debelega črevesja, požiralnika 
in levkemijo (52).  
1.5.2 Polimorfizem rs1801131 gena MTHFR 
Polimorfizem MTHFR rs1801131 (NM 005957.4:c.1286A>C NP 005948.3:P.Glu429Ala) 
povzroči substitucijo glutamata z alaninom na aminokislinskem mestu 429 v regulatorni 
domeni. Posledica je zmanjšana encimska aktivnost, vendar v manjši meri kot pri polimorfizmu 
rs1801133. Posamezniki, ki so homozigoti za alel C rs1801131 imajo za približno 40 % nižjo 
aktivnost encima in vitro, njihova raven homocisteina v plazmi pa je normalna (52). 
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Polimorfizem ima lahko ob majhnem vnosu folatov oz. v času visokih potreb, kot so nosečnost 
in embriogeneza, klinično pomembne učinke.  
Posamezniki z obema polimorfizmoma rs1801133 T in rs1801131 C, ki imajo genotip 677 
CT/1298 AC, imajo za 40 – 50 % zmanjšano aktivnost MTHFR, podobno kot pri homozigotih 
za T polimorfizma rs1801133 s povišanim homocisteinom in znišano ravnjo folatov (56-57).  
Polimorfizem rs1801131 gena MTHFR nima velikega vpliva na koncentracijo folata in 
homocisteina v krvi. Klinično pomemben postane ob zmanjšanem vnosu ali povečanih potrebah 
folata, saj takrat lahko pride do sprememb v presnovi le-tega (61-62).  
1.5.3 Vpliv polimorfizmov gena MTHFR na sintezo in popravljanje DNA ter nastanek raka 
Folat je ključni vir ogljikove skupine pri metilaciji DNA in igra pomembno vlogo pri sintezi, 
stabilnosti in popravljanju DNA. Pomemben je tudi pri remetilaciji homocisteina v metionin, 
ki je prekurzor S-adenozil metionina (SAM), primarnega donorja metilne skupine za večino 
bioloških reakcij metilacije, vključno z metilacijo DNA (63-64). Dokazano je, da pomanjkanje 
folata vpliva na sintezo DNA preko dveh možnih poti (Slika 4). Prva je preko spremenjene 
metilacije DNA. Folat v obliki 5-metiltetrahidrofolata služi kot donor metilne skupine pri 
remetilaciji homocisteina v metionin, ki se nato pretvori v SAM. SAM metilira specifične 
citozine v DNA in s tem sodeluje pri uravnavanju izražanja genov. Kot posledica pomanjkanja 
folatov se celični SAM izčrpa, kar povzroči hipometilacijo DNA in potencira izražanje 
protoonkogenov, kar vodi do nastanka raka (65). Druga pot, preko katere folat lahko vpliva na 
sintezo DNA, je preko 5,10-metilentetrahidrofolata, ki je donor metilne skupine uracilu, ki se 
nato pretvori v timin. Ta se uporablja za sintezo in popravljanje DNA. Če je vnos folata omejen, 
lahko pride do napačnega vključevanja uracila v DNA verigo, kar povzroči razbitje DNA 
molekule in ta izloči uracil. Vse to lahko pripelje do mutagenih sprememb. Če pa je vnos folata 





Slika 4: Potencialni mehanizmi pomanjkanja folatov in nestabilnost DNA (povzeto po 67) 
 
Polimorfizem rs1801133 gena MTHFR zmanjšuje tveganje za nastanek raka debelega črevesa 
in danke, hepatocelularnega karcinoma, raka materničnega vratu ter nekaterih levkemij in 
limfomov. Nasprotno pa ta polimorfizem povečuje tveganje za nastanek raka dojk, endometrija, 
požiralnika, želodca, trebušne slinavke in mehurja (68). Polimorfizem povzroči zmanjšanje 
aktivnosti encima, ki ob nizkem vnosu folata predstavlja tveganje za kopičenje homocisteina 
(69). Nižja aktivnost encima MTHFR povzroči, da je na razpolago več 5,10-MTHF, ki je 
kofaktor pri pretvorbi dUMP v dTMP,  in tako pride do učinkovitejše pretvorbe. Posledično 
nastaja tudi manj 5-MeTHF, zaradi česar pride do zmanjšane remetilacije homocisteina in 





2 NAMEN DELA 
Dokazano je, da se dolžina telomer z leti zmanjšuje. Njihova dolžina se razlikuje tudi med 
različnimi kromosomi istega tkiva, med različnimi tkivi in med različnimi osebki. Do razlik v 
dolžini telomer prihaja tudi med spoloma. Na to vplivajo številni genetski, okoljski in socialni 
dejavniki ter bolezni, povezane z oksidativnim stresom in vnetjem. Polimorfizmi gena MTHFR 
vplivajo na sintezo DNA in so prav tako dejavnik tveganja za razvoj številnih bolezni. Namen 
magistrske naloge je preučiti povezavo med dolžinami telomer pri preiskovancih dveh različnih 
starostnih skupin in preveriti vpliv prisotnosti polimorfizmov gena MTHFR na dolžino telomer.  
Za dosego namena smo: 
- s kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo določili relativno dolžino telomer pri 
posameznem preiskovancu, 
- določili prisotnost polimorfizmov gena  MTHFR rs1801131 in rs1801133, 


















3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 OPIS PREISKOVANCEV IN PRIDOBIVANJE PODATKOV 
V raziskavo smo vključili 183 zdravih krvodajalcev, med njimi 118 moških in 63 žensk. Za vse 
preiskovance smo imeli podatke o spolu in starosti. Preiskovance smo razdelili v dve starostni 
skupini, in sicer na mlajše, v kateri je bilo 91 preiskovancev, starih med 18 in 29 let, ter starejše, 
v kateri je bilo 92 preiskovancev, starih med 50 in 65 let.  
Podatki o preiskovancih in vzorci DNA, ki smo jih uporabili v magistrski nalogi, so bili 
pridobljeni leta 2009. Vzorci DNA so bili do uporabe za namene magistrske naloge shranjeni 
v hladilniku Laboratorija za farmakogenetiko, Inštituta za biokemijo, Medicinske fakultete v 
Ljubljani. DNA je bila izolirana iz ostankov vzorcev krvi, odvzetih za biokemične analize na 
Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino. Raziskava je bila odobrena s strani 
Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko (št. 60/02/02).  
 
3.2 MATERIALI, REAGENTI IN APARATURE 
V magistrski nalogi smo za določanje relativne dolžine telomer uporabili monokromatsko 
multipleksno metodo s Q-PCR, ki je prirejena po metodi iz članka »Telomere lenght 
measurement by a novel monochrome multiplex quantitative PCR method« (71). Genotipizacijo 
polimorfizmov gena MTHFR pa smo izvedli s kompetitivnim specifičnim alelnim PCR 
(KASP). V nadaljevanju so navedeni uporabljeni pripomočki ter opisani postopki za izvedbo 
obeh postopkov. 
 
3.2.1 Določanje dolžine telomer z monokromatsko multipleksno metodo s 
kvantitativnim PCR 
Za določanje relativne dolžine telomer se najpogosteje uporablja kvantitativna verižna reakcija 
s polimerazo (Q-PCR), kjer v eni reakcijski plošči izmerimo signal telomer v vzorcih DNA in 
v drugi reakcijski plošči signal referenčnega gena albumina. Da dobimo razmerje 
telomere/albumin (T/S), ki je sorazmerno s povprečno dolžino telomer, meritve primerjamo z 
referenčno DNA. Nihanje odpipetirane količine DNA lahko močno prispeva k spremembni 
razmerja T/S, zato je Cawthon s sodelavci modificiral kvantitativni PCR in razvil 
monokromatsko multipleksno metodo s kvantitativnim PCR. Gre za metodo, s katero porabimo 
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manj DNA, zahteva manj časa in ima v primerjavi z analizo TRF boljšo točnost. Za 
monokromatsko multipleksno metodo s kvantitativnmi PCR smo v isti reakciji uporabili dva 
para oligonukleotidnih začetnikov: telomerne začetnike TelF in TelR in referenčne začetnike 
za gen za albumin AlbF in AlbR. Reakcijo smo lahko izvedli na eni reakcijski plošči (71). 
Temperaturni profil metode 
- aktivacija DNA-polimeraze: 95 °C/15min 
- pomnoževanje: 2 cikla: 94 °C/ 15s, 49 °C/ 15s 
                         32 ciklov: 94 °C/15s, 62 °C/10s, 74 °C /19s, 84 °C/10s, 88 °C/19s 
Pri temperaturi 74 °C, ko so vrednosti referenčnega gena še vedno na bazni liniji, smo zajemali 
Ct vrednosti za telomere. Pri temperaturi 88 °C pa smo zajemali Ct vrednosti za albumin. Pri tej 
temperaturi nismo dobili nobenega signala za telomerni PCR produkt, saj je ta popolnoma 
stopljen. Po opravljeni analizi smo dobili dve standardni krivulji, eno za telomere in eno za 
albumin (71). Dolžino telomer smo določili s nespecifičnim načinom detekcije, kjer smo 
uporabili fluorescenčno barvilo MeltDoctor™ HRM Dye. V fazi denaturacije je DNA 
enoverižna, barvilo MeltDoctor™ HRM Dye je prosto in ne fluorescira. V fazi podaljševanja 
verige pa se barvilo nespecifično reverzibilno veže na dvoverižno DNA in ob ekscitaciji močno 
fluorescira (72).   
Reagenti in raztopine za kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo 
- delovna raztopina DNA s koncentracijo 15 ng/µL, 
- standardi z znano koncentracijo kontrolne DNA, 
- ultra čista voda, 
- reakcijska mešanica HRM Mastermix (Applied Biosystems, MeltDoctor™, 
ThermoFisher Scientific), 
- oligonukleotidni začetniki za telomerno DNA: TelF in TelR (tarčni gen), 
- oligonukleotidni začetniki za gen za albumin: AlbF in AlbR (referenčni gen), 
- kontrolni vzorec DNA (Human genomic DNA, Roche). 
Standardi z znano koncentracijo kontrolne DNA 
Standarde smo pripravili iz serijskih redčitev kontrolne DNA koncentracije 1.8, 5.5, 16.6, 50 in 




Reakcijska mešanica HRM Mastermix 
HRM Mastermix je sestavljen iz polimeraze AmpliTaq 360 DNA, barvila HRM, dNTP, ki 
vsebujejo deoksiuridin trifosfat (dUTP), magnezijeve soli in še nekatere pufrske komponente, 
ki prispevajo k temu, da je pomnoževanje optimalno (72).  
Oligonukleotidni začetniki 
Oligonukleotidne začetnike smo dobili pripravljene v viali v liofilizirani obliki. Za analizo smo 
jih redčili z ultra čisto vodo na koncentracijo 10 pM. Tako pripravljene smo hranili v 
zamrzovalniku in jih pred vsako analizo odtalili. Uporabljeni oligonukleotidni začetniki so 
prikazani v Tabeli 3.  
Tabela 3: Uporabljeni oligonukleotidni začetniki za določanje telomer (TelF inTelR) in 
referenčnega gena za albumin (AlbF in AlbR).  
Oligonukleotidni začetnik Zaporedje 
TelF 5'-ACA CTA AGG TTT GGG TTT GGG TTT GGG TTT 
GGG TTA GTG T-3' 
TelR 5'- TGT TAG GTA TCC CTA TCC CTA TCC CTA TCC 
CTA TCC CTA ACA-3' 
AlbF 5'- CGG CGG CGG GCG GCG CGG GCT GGG CGG AAA 
TGC TGC ACA GAA TCC TTG- 3' 
AlbR 5'-GCC CGG CCC GCC GCG CCC GTC CCG CCG GAA 
AAG CAT GGT CGC CTG TT-3' 
 
Inštrumenti in materiali 
- centrifuga, 
- vibracijski mešalnik – Vortex, 
- reakcijska plošča s 96 vdolbinicami (MicroAmp® Optical 96 Well Reaction Plate, 
Applied Biosystems), 




- pipete (10 µL, 20 µL, 100 µL, 200 µL, 1000 µL), 
- sterilni nastavki za pipetiranje, 
- sterilne mikrocentrifugirke, 
- optično prosojna lepilna folija za reakcijsko ploščo s 96 vdolbinicami (Applied 
Biosystems), 
- dispenzerska pipeta, 
- sterilni nastavki za dispenzersko pipeto, 
- večkanalna pipeta,  
- aparat za verižno reakcijo s polimerazo QuantStudio™ Real – Time PCR, 
- aluminijasta folija,  
- laboratorijska halja, 
- zaščitne rokavice za enkratno uporabo, 
- sterilna komora, 
- 70% etanol za razkuževanje površin, 
- alkoholni flomaster 
 
Postopek  
Najprej smo iz zamrzovalnika vzeli vse reagente (oligonukleotidni začetniki, ultra čista voda, 
HRM Mastermix, standardi), da so se odtalili. Z etanolom smo prebrisali komoro in pipete. 
Reakcijsko zmes smo pripravljali vsak dan sproti v volumnu, ki smo ga potrebovali glede na 
število vzorcev, ki smo jih želeli analizirati. Sestava reakcijske zmesi je prikazana v Tabeli 4.  
Tabela 4: Reakcijska zmes za izvedbo Q-PCR: volumni reagentov, podani na eno vdolbinico 
Reagent Volumen [µL] 
HRM Mastermix 5 
DNA [15 ng/µL] 1,3 
primer Alb F 0,3 
primer Alb R 0,3 
primer Tel F 0,3 
primer Tel R 0,3 




HRM Mastermix in oligonukleotidne začetnike smo pred uporabo za kratki čas centrifugirali 
in pomešali na vibracijskem mešalniku. V 1,5 mL mikrocentrifugirko smo po sledečem vrstnem 
redu odpipetirali ultra čisto vodo, oligonukleotidne začetnike in HRM Mastermix. Pripravljeno 
reakcijsko zmes smo ponovno pomešali na vibracijskem mešalniku in kratko centrifugirali. Z 
dispenzersko pipeto smo nato v reakcijsko ploščo s 96 vdolbinicami odpipetirali po 29 µL 
reakcijske zmesi v vsako vdolbinico, kamor smo nato dodali po 4,3 µL  vzorca. V vdolbinice 
za določanje standardne krivulje smo odpipetirali po 38,6 µL reakcijske zmesi in po 5,7 µL 
vzorca. V vdolbinice za slepi vzorec (ntc) smo namesto DNA dodali ultra čisto vodo. Slepi 
vzorec je služil kot dokaz, da med pripravo reakcijske zmesi ni prišlo do kontaminacije. Primer 
sheme reakcijske plošče s 96 vdolbinicami je prikazan na Sliki 5.  
 
Slika 5: Primer reakcijske plošče s 96 vdolbinicami z dne 13.08.2019 
Legenda: ntc - slepi vzorec; kont - kontrola  
 
Tako pripravljeno reakcijsko ploščo smo nato za nekaj sekund pomešali na vibracijskem 
mešalniku in centrifugirali na programu za hitro centrifugiranje približno 10 sekund na 2500 g. 
Reakcijsko ploščo s 384 vdolbinicami smo pripravili tako, da smo pod ploščo položili 
aluminijasto folijo, da bi zmanjšali možnost kontaminacije iz okolja. Nato smo iz reakcijske 
plošče s 96 vdolbinicami z večkanalno pipeto prenesli po 9,9 µL reakcijske zmesi v reakcijsko 
ploščo s 384 vdolbinicami. Vzorce smo nanesli v triplikatih, redčitve za standardno krivuljo in 




Slika 6: Primer reakcijske plošče s 384 vdolbinicami z dne 13.08.2019. Na reakcijski plošči je 
bilo 48 vzorcev DNA, nanešenih v triplikatih in štirje vzorci za standardno krivuljo, nanešeni v 
štirih ponovitvah z naraščajočo koncentracijo. Vzorcem smo v isti vdolbinici hkrati določili 
dolžino telomer in število kopij referenčnega gena.  
Legenda: ntc - slepi vzorec; kont - kontrola  
 
Reakcijsko ploščo smo zatesnili z optično prosojno lepilno folijo in jo zavili v aluminijasto 
folijo in ponovno zvrteli na vibracijskem mešalniku in centrifugirali za približno 10 sekund na 
2500 g, da se znebimo morebitnih zračnih mehurčkov. Tako pripravljena reakcijska plošča je 
bila pripravljena za analizo na aparatu QuantStudio™ Real – Time PCR. Reakcijsko ploščo 
smo odvili iz aluminijaste folije in jo vstavili v aparat ter izvedli analizo. 
Po končani analizi Q-PCR smo dobljene podatke pregledali. Standardno krivuljo smo naredili 
za vsako reakcijsko ploščo za oba gena iz standardov različnih koncentracij. Izmed štirih 
meritev vsake koncentracije standardne krivulje smo izločili tisti, ki sta najbolj odstopali. Nato 
smo izmed triplikatov meritev za telomere in albumine prav tako izločili tisto meritev, ki je 
najbolj odstopala. Odčitane rezultate smo si izvozili v program Microsoft Office Excel kot 




Relativno dolžino telomer smo izračunali iz razmerja med dolžino telomer (T) in številom kopij 
referenčnega gena albumina (S) posameznega vzorca, ki sta bila odčitana iz standardne krivulje. 
Za vsak vzorec smo tako dobili dve vrednosti T/S. Relativno dolžino telomer smo izračunali po 
enačbi:  





Nato smo izračunali standardni odklon (SD) med dvema T/S istega vzorca. V primeru, da je bil 
SD posameznega vzorca večji od 15 %, smo meritev izločili iz nadaljnjih analiz.  
 






Za nadaljnjo analizo smo izračunali še povprečno vrednost meritev. 
Enačba 3: Izračun povprečne vrednosti meritev 





















3.2.2 Genotipizacija polimorfizmov gena MTHFR s kompetitivnim alelno 
specifičnim PCR 
V magistrski nalogi smo s kompetitivnim alelno specifičnim PCR (KASP) določali prisotnost 
polimorfizmov gena MTHFR rs1801131 in rs1801133.  
Reagenti in raztopine 
- KASP Genotyping Assay (KBioscience, Hoddesdon, Herts, VB), 
- KASP Master mix (KBioscience, Hoddesdon, Herts, VB), 
- ultra čista voda, 
- vzorci izolirane DNA  
 
Inštrumenti in materiali 
- centrifuga, 
- vibracijski mešalnik – Vortex, 
- reakcijska plošča s 96 vdolbinicami (MicroAmp® Optical 96 Well Reaction Plate, 
Applied Biosystems), 
- pipete (10 µL, 20 µL, 100 µL, 200 µL, 1000 µL), 
- sterilni nastavki za pipetiranje, 
- sterilne mikrocentrifugirke, 
- optična prosojna lepilna folija za reakcijsko ploščo s 96 vdolbinicami (Applied 
Biosystems), 
- aparat za pomnoževanje GeneAmp* PCR System 9700 (Applied Biosystems), 
- aluminijasta folija,  
- laboratorijska halja, 
- zaščitne rokavice za enkratno uporabo, 
- sterilna komora, 
- 70% etanol za razkuževanje površin, 
- alkoholni flomaster, 
- aparat za merjenje fluorescence FLUOstar Omega (LGC, Middlesex, VB), program 




Pred pričetkom dela smo iz zamrzovalnika vzeli vse reagente (ultra čista voda, KASP 
Genotyping Assay, KASP Master mix), da so se odtalili. Nato smo z etanolom pobrisali komoro 
in pipete. Reakcijsko zmes smo pripravili posebej za polimorfizem rs1801133 in rs1801131. 
KASP Genotyping Assay in KASP Master mix smo pred uporabo na kratko pomešali na 
vibracijskem mešalniku. Reakcijsko zmes smo pripravili v 1,5 mL mikrocentrifugirki, v katero 
smo po sledečem vrstnem redu odpipetirali ultra čisto vodo, KASP Genotyping Assas in KASP 
Master mix. Volumen reakcijske zmesi za vsako luknjico je prikazan v Tabeli 5. Reakcijsko 
zmes smo na kratko pomešali na vibracijskem mešalniku. Pripravljeno reakcijsko zmes smo 
odpipetirali v reakcijsko ploščo s 96 vdolbinicami. V vdolbinico za slepi vzorec (ntc) smo 
namesto DNA dodali ultra čisto vodo. Služil je kot dokaz, da med pripravo reakcijske zmesi ni 
prišlo do kontaminacije. Primer sheme pipetiranja na reakcijsko ploščico je prikazan na Sliki 7. 
Tabela 5: Volumen reakcijske zmesi na luknjico 
Reagent Volumen 
KASP Master mix 4 µL 
KASP Genotyping Assay 0,11 µL 
ultra čista voda 1,89 µL 
DNA 2 µL 
SKUPAJ 8 µL 
 




Pripravljeno reakcijsko ploščo smo zatesnili z optično prosojno lepilno folijo in jo zavili v 
aluminijasto folijo ter za približno 10 sekund centrifugirali na 2500 g, da se znebimo morebitnih 
zračnih mehurčkov. Reakcijsko ploščo smo nato odvili iz folije in jo vstavili v aparat za 
pomnoževanje GeneAmp* PCR System 9700 ter izvedli analizo po prednastavljenem programu 
KASPAR-TD61-55. 
Temperaturni profil pomnoževanja 
- aktivacija DNA-polimeraze: 94 °C/15min 
- pomnoževanje: 2 cikla: 94 °C/ 20s, 56,8°C/ 20s 
                         32 ciklov: 94 °C/20s, 55 °C/1min, 4 °C / ∞ 
 
Po vsaki končani analizi smo dodali še štiri cikle, da bi izboljšali vezavo oligonukleotidnih 
začetnikov. Sledila je meritev fluorescence reporterskih barvil VIC in FAM. Sonda z barvilom 
VIC se je prilegala normalnemu zaporedju tarčne DNA, sonda z barvilom FAM pa zaporedju 
polimorfnega dela DNA. Reakcijsko ploščico smo nato vstavili v aparat FLUOstar Omega in 
računalniško odčitali fluorescence. Na podlagi izmerjenih fluorescenc barvil VIC in FAM smo 
s programom KlusterCaller™ določili genotip vsakega vzorca. Uporabljene sonde in njihove 
značilnosti so navedene v Tabeli 6.  
Tabela 6: Značilnosti uporabljenih KASP sond 
Polimorfizem Genotip VIC/FAM Pogoji  
rs1801131 p.Glu429Ala A/C 1,8 mM MgCl2 
rs1801133 p.Ala222Val C/T 1,8 mM MgCl2 
 
3.3  STATISTIČNA ANALIZA 
Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili programsko orodje Microsoft Office Excel 
2007 (Microsoft Corporation, ZDA) in IBM SPSS Statistics 22 (SPSS an IBM Company, Hong 
Kong). Kot statistično značilno razliko smo pri vseh analizah upoštevali vrednost p < 0,05. Za 
ugotavljanje normalnosti porazdelitve podatkov smo uporabili Shapiro – Wilkov test. V 
primeru, da je bila vrednost testa p > 0,05, se spremenljivka porazdeljuje normalno. Za 
spremenljivke, ki se porazdeljujejo nenormalno, smo nato uporabili neparametrični Mann – 
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Whitneyev test ter Kruskal – Wallisov test. Kot statistično značilne smo opredelili tiste 
spremenljivke, pri katerih je bila vrednost vrednost Kruskal – Wallisovega testa oz. Mann – 
Whitneyevega testa p < 0,05.  
Preiskovance smo razdelili v skupine glede na: spol (moški, ženske), starost (mlajši, starejši), 
SNP rs1801133 (homozigot za normalni alel, heterozigot, homozigot za polimorfni alel), SNP 
rs 1801131 (homozigot za normalni alel, heterozigot, homozigot za polimorfni alel).  
Z Mann – Whitneyevim testom smo preverili, ali se dve neodvisni skupini med seboj statistično 
značilno razlikujeta.  
Kruskal – Wallisov test nam je povedal, ali se tri ali več skupin statistično pomembno 
razlikujejo v določeni lastnosti.   
Za oceno povezanosti podatkov z dolžino telomer smo za nenormalno porazdeljene 
spremenljivke uporabili Spearmanov dvostranski neparametričen test. Test poda koeficient 
korelacije, ki lahko zavzame vrednosti od -1 do 1. Vrednost 0 pomeni, da ena spremenljivka ne 
vpliva na drugo, torej ni povezanosti, medtem ko ostale vrednosti do -1 oz 1 predstavljajo moč 
povezanosti med spremenljivkama, kjer -1 oz. 1 predstavlja zelo močno povezanost (73, 74).  
Glavni namen naše raziskave je bil proučiti povezanost dolžine telomer in nekaj izbranih 
dejavnikov, za katere predpostavljamo, da vplivajo na dolžino telomer. Da bi lahko uporabili 
statistično najmočnejše parametrične teste, smo sprva preverili normalnost porazdelitve 
podatkov. V ta namen smo spremenljivko »telomere« transformirali v logaritemsko 
spremenljivko, in nato ponovno preverili normalnost porazdelitve s Sapiro – Wilkovim testom. 
Porazdelitev spremenljivke je še naprej ostajala nenormalna, p vrednost je bila < 0,05.  
DTL se je normalno porazdeljevala v naslednjih podskupinah: starejši preiskovanci, ženski 
spol, SNP rs1801133 brez polimorfizma, homozigoti za normalni in polimorfni alel, SNP 
rs1801131 s polimorfizmom ter homozigoti za normalni alel in heterozigoti. DTL v vseh ostalih 
podskupinah se je porazdeljevala nenormalno in smo za nadaljnje analize uporabili 
neparametrične statistične teste. Rezultati normalnosti porazdelitve, ki smo jo preverili s Sapiro 





4 REZULTATI  
 
4.1 PREISKOVANCI 
Preiskovance smo razdelili v dve starostni skupini, in sicer v skupino mlajših preiskovancev in 
skupino starejših preiskovancev. V skupini mlajših je bilo 91 preiskovancev, starih med 18 in 
29 let. Med temi je bilo 49 moških in 40 žensk. V skupini starejših pa je bilo 92 preiskovancev, 
starih med 50 in 65 let, med temi 69 moških in 23 žensk. Povprečna starost mladih 
preiskovancev je znašala 23 ± 2,96 let, povprečna starost starejših preiskovancev pa 58 ± 3,39 
let. Povprečna relativna dolžina telomer mlajših preiskovancev je znašala 5,89 ± 14,57, 
povprečna relativna dolžina telomer starejših preiskovancev pa 3,77 ± 1,70. Rezultati so 
podrobneje predstavljeni v nadaljevanju. Osnovne značilnosti vseh preiskovancev so podane v 
Tabeli 7, kjer so podane povprečne vrednosti spremenljivk s standardnimi odkloni.   
Tabela 7: Značilnosti preiskovancev, vključenih v raziskavo. 
Spremenljivka Mlajši preiskovanci Starejši preiskovanci 
Spol (moški/ženske) 49/40 69/23 
Starost [let] 23 ± 2,96 58 ± 3,39 














4.2  DOLOČANJE DOLŽINE TELOMER 
 
Za določanje relativne dolžine telomer smo uporabili monokromatsko multipleksno metodo 
s kvantitativnim PCR. Naredili smo tudi talilno krivuljo, s katero smo preverili prisotnost 
nespecifičnih produktov in dimerov oligonukleotidnih začetnikov. 
 
Slika 8: Grafični prikaz talilne krivulje z dne 29.08.2019  
Graf na Sliki 8 prikazuje talilno krivuljo z dobro ločenimi produkti telomer in albuminov. 
Pri temperaturi 74 °C smo zajeli Ct vrednosti za telomere brez interference albuminov, pri 
temperaturi 88 °C pa smo zajeli Ct vrednosti albuminov brez interference telomer, saj je 






Slika 9: Standardna krivulja za telomere z dne 10.09.2019 
 




Slika 9 in Slika 10 predstavljata primera standardnih krivulj za telomere in albumine. Standardi 
z znano koncentracijo kontrolne DNA so bili pripravljeni v petih koncentracijah; 1.8, 5.5, 16.6, 
50 in 150 ng/µL. Enake koncentracije standardov so bile uporabljene za vse standardne krivulje 
na vseh reakcijskih ploščah. Primernost standardnih krivulj smo ocenili na podlagi linearnosti 
krivulj (R2) in učinkovitosti pomnoževanja (Eff%). Podatki za oceno standardnih krivulj so 
podani v Tabeli 8. 
Tabela 8: Podatki o učinkovitosti pomnoževanja in linearnosti standardnih krivulj vsake 
serije za oceno primernosti izvedbe analize 
Številka serije Učinkovitost 
pomnoževanja 
Linearnost (R2) 
1. serija 94,001 0,994 
2. serija 96,916 0,993 
3. serija 87,099 0,990 
4. serija 99,552 0,984 
5. serija 101,03 0,995 
6. serija 91,749 0,991 
7. serija 93,86 0,988 
8. serija 94,316 0,994 
9. serija 91,531 0,999 
10. serija 92,518 0,988 
11. serija 86,804 0,990 
12. serija 90,024 0,992 
13. serija 108,807 0,993 
14. serija 102,664 0,990 
  
Kot je razvidno iz Tabele 8, so vse standardne krivulje razen dveh imele R2 >0,99. Standardni 
krivulji iz 7. in 10. serije sta imeli R2 0,988, kar je dovolj blizu 0,99, da smo lahko sklepali, da 
so rezultati ustrezali linearnosti krivulje. Učinkovitost pomnoževanja je bila za razliko od 
linearnosti malo slabša, saj so nekatere vrednosti bile izven željenega območja 90-110 %. 
Izvedba Q-PCR je bila zadovoljiva, saj so bila odstopanja med serijami majhna, učinkovitost 
pomnoževanja je bila med različnimi serijami ponovljiva, standardne krivulje pa primerne, da 
smo lahko izračunali relativno dolžino telomer. 
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V Tabeli 9 so prikazane vrednosti Ct kontrolnih vzorcev na posameznih ploščah ter izračunano 
razmerje T/S za posamezno kontrolo. Prikazan je tudi skupni standardni odklon med 
posameznimi ploščami, ki je znašal 7,7 %. Variabilnost med ploščami je bila majhna, zato smo 
reakcijske plošče lahko primerjali med seboj.   
Tabela 9: Vrednosti Ct kontrolnih vzorcev na posameznih ploščah ter skupni standardni 
odklon 
 Ct telomere Ct albumin T/S SD 
1. serija 17,260 21,352 0,808 
0,077 
16,672 21,107 0,790 
2. serija 18,923 17,960 1,054 
17,823 16,846 1,058 
3. serija 21,213 18,799 0,886 
23,796 21,062 0,885 
4. serija 17,457 17,577 0,993 
17,189 17,433 0,986 
5. serija 17,662 17,460 1,012 
16,073 15,413 1,043 
6. serija 19,949 21,474 0,929 
19,924 21,468 0,928 
7. serija 18,141 17,456 1,039 
17,973 17,607 1,021 
8. serija 18,304 17,343 1,055 
18,435 17,473 1,055 
9. serija 18,565 19,943 0,930 
18,404 18,416 0,999 
10. serija 20,672 22,068 0,937 
20,235 22,070 0,917 
11. serija 16,264 18,311 0,888 
20,283 23,626 0,859 
12. serija 13,370 13,579 0,985 
15,720 15,074 1,043 
13. serija 15,492 16,148 0,959 
21,333 22,171 0,962 
14. serija 17,312 16,631 1,041 






4.2.1 Dolžina telomer v odvisnosti od starosti 
V naši raziskavi smo želeli preučiti, ali obstaja razlika v relativni dolžini telomer med 
preiskovanci. S tem namenom smo preiskovance razdelili v skupini mlajših in starejših. Mlajši 
preiskovanci so bili stari med 18 in 29 let, starejši pa med 50 in 65 let. Povprečna starost mlajših 
preiskovancev je bila 23 ± 2,96 let, starejših pa 58 ± 3,39 let. Grafični prikaz dolžine telomer 
med skupinama prikazuje Slika 11.  
 
 









Tabela 10: Rezultati testov povezanosti DTL s starostjo 
 DTL Mann-Whitney Spearmanova korelacija 





p = 0,370 ρ = 0,0167 
p = 0,024 




max.: 1,033  
 
 
Slika 12: Graf korelacije DTL s starostjo 
 
Iz slike 11 je razvidno, da imajo mlajši preiskovanci nekoliko daljše DTL kot starejši 
preiskovanci. Da bi preverili, ali med mlajšimi in starejšimi preiskovanci obstaja statistično 
značilna razlika v relativni dolžini telomer, smo izvedli Mann – Whitneyev test, katerega 
vrednost je znašala 0,370. Povezanost spremenljivk smo preverili s Spearmanovim testom, iz 
katerega vidimo, da je med relativno DTL in starostjo prisotna neznatna pozitivna povezanost 
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(ρ = 0,0167). Vrednost p (p = 0,024) nam pokaže zanesljivost koeficienta ρ, ki smo ga 
izračunali. Obstaja 2,4 % verjetnost, da je vrednost napačna. Rezultati testov so prikazani v 
Tabeli 10.  
4.2.2 Dolžina telomer v odvisnosti od spola 
V naši raziskavi smo želeli preučiti, ali obstaja statistično pomembna razlika med dolžino 
telomer in spolom znotraj vzorca preiskovancev. V preiskavo smo vključili 118 moških in 63 
žensk. Povprečna relativna dolžina telomer pri ženskah je znašala 4,039 ± 2,928, povprečna 
relativna dolžina telomer pri moških pa 5,311 ± 12,727. Rezultati so prikazani na Sliki 13 in v 
Tabeli 11. 
 
Slika 13: Porazdelitev DTL za moški in ženski spol 
Iz Slike 13 je razvidno, da se mediana relativne dolžine telomer (odebeljena črna črta) med 
spoloma ne razlikuje bistveno, prav tako tudi ne največja in najmanjša vrednost. Pri moškem 






Tabela 11: Rezultati testov povezanosti DTL s spolom 
 DTL  Mann-Whitney Spearmanova 
korelacija 
Ženske 
N = 63 






p = 0,588 ρ = -0,040 
p = 0,589 
Moški  
N = 118 







Za analizo smo uporabili neparametrični Mann – Whitneyev test. Ker statistično pomembne 
razlike med spoloma nismo uspeli dokazati (p > 0,05), smo povezanost spremenljivk preverili 
še z neparametričnim Spearmanovim testom. Iz rezultatov vidimo, da je prisotna povezava med 
DTL in spolom v našem primeru zelo šibka (ρ = -0,040), vendar ni statistično pomembna (p > 
0,05). 
Za bolj poglobljeno analizo povezanosti DTL in spola, smo preiskovance razdelili v štiri 
skupine; mlajši moški, starejši moški, mlajše ženske, starejše ženske. Slika 14 prikazuje 
porazdelitev DTL glede na prej omenjene skupine, kjer skupino 0 predstavljajo mlajši moški, 
skupino 1 mlajše ženske, skupino 2 starejši moški in skupino 3 starejše ženske. V skupinah 0, 
1 in 2 so vrednosti median ter DTL podobne, medtem ko je vrednost mediane in DTL v skupini 




Slika 14: Porazdelitev DTL glede na spol in starost 
Legenda: 0 – mlajši moški, 1 – mlajše ženske, 2 – starejši moški, 3 – starejše ženske 
Tabela 12: DTL s SD glede na spol in starost 
 DTL ± SD 
 Mlajši Starejši 
Ženske (N) 3,777 ± 3,399 (40) 4,320 ± 1,868 (23) 
Moški (N) 7,745 ± 19,515 (49) 3,582 ± 1,606 (69) 
 
Tabela 12 prikazuje DTL glede na spol in starost. Vidimo, da imajo mlajše ženske v primerjavi 







4.3 GENOTIPIZACIJA POLIMORFIZMOV GENA MTHFR 
Genotipizacijo smo izvedli na štirih reakcijskih ploščicah s 96 vdolbinicami in sicer po eno 
ploščico mlajših in starejših preiskovancev za polimorfizem SNP rs1801133 in po eno ploščico 
mlajših in starejših preiskovancev za polimorfizem SNP rs1801131. 
Slika 15 prikazuje rezultate genotipizacije za polimorfizem rs1801131 gena MTHFR. Pri 
genotipizaciji smo uporabili fluorescenčni barvili FAM/VIC. Na sliki so z rdečimi krogci 
prikazani tisti vzorci, katerim je narasla samo fluorescenca VIC in pripadajo homozigotom za 
normalen alel. Modri kvadratki predstavljajo vzorce, ki jim je narasla samo fluorescenca FAM 
in predstavljajo homozigote za polimorfni alel. Če sta porasli fluorescenci VIC in FAM, so 
preiskovanci heterozigoti. Trije vzorci se kljub dodatnim štirim ciklom niso pomnožili.  
 







Tabela 13: Porazdelitev preiskovancev glede na polimorfizem 
MTHFR Genotip Vsi 
preiskovanci 
N (%) 








69 (38,55 %) 
86 (48,04 %) 
24 (13,41 %) 
35 (38,89 %) 
42 (46,67 %) 
13 (14,44 %) 
34 (38,20 %) 
44 (49,44 %) 





92 (51,40 %) 
70 (39,11 %) 
17 (9,50 %) 
42 (46,67 %) 
37 (41,11 %) 
11 (12,36 %) 
50 (56,18 %) 
33 (37,08 %) 
6 (6,74 %) 
0,146 
 
Tabela 13 prikazuje alelno porazdelitev preiskovancev glede na polimorfizem. Med mlajšimi 
in starejšimi preiskovanci ni opaziti razlik v porazdelitvi genotipov preiskovanih 
polimorfizmov, saj razlike niso statistično značilne (p > 0,05).  
Tabela 14: DTL s SD obeh polimorfizmov 
MTHFR Genotip Vsi preiskovanci 
DTL ± SD 
Mlajši 
DTL ± SD 
Starejši 




3,880 ± 2,651 
5,868 ± 14,807 
4,088 ± 3,424 
3,997 ± 3,536 
7,942 ± 21,017 
4,569 ± 4,377 
3,759 ± 1,254 
3,889 ± 1,998 




5,607 ± 14,402 
4,132 ± 2,650 
3,951 ± 2,213 
7,788 ± 21,162 
4,499 ± 3,253 
3,575 ± 2,588 
3,776 ± 1,733 
3,720 ±1,704 
4,639 ± 1,178 
 
Tabela 14 prikazuje relativno dolžino telomer preiskovancev ter standardni odklon glede na 
alelno porazdelitev polimorfizmov rs1801131 in rs1801133 gena MTHFR.  Preiskovanci z 
genotipom CC polimorfizma rs1801133 imajo krajše telomere v primerjavi z genotipom CT in 
TT omenjenega polimorfizma. Preiskovanci z genotipom CC polimorfizma rs1801131 imajo 





4.3.1 Dolžina telomer v odvisnosti od polimorfizma rs1801133 gena MTHFR 
Namen naše raziskave je bil dokazati vpliv polimorfizma rs1801133 gena MTHFR na DTL. 
a) Prisotnost / odsotnost polimorfizma 
Za statistično analizo smo uporabili Mann – Whitneyev test in Spearmanovo korelacijo. 
Rezultati so prikazani v Tabeli 15. 
Tabela 15: Rezultati testov povezanosti DTL s prisotnostjo/odsotnostjo polimorfizma 
rs1801133 
Mann-Whitney p = 0,657 
Spearmanova korelacija ρ = 0,033 
p = 0,658 
 
Z Mann-Whitneyevim testom nismo dokazali povezave med prisotnostjo/odsotnostjo 
polimorfizma rs1801133 ter DTL, saj nismo dokazali statistično značilne povezave (p=0,657). 
Spearmanov koeficient kaže na šibko povezanost med spremenljivkama (ρ=0,033), ki pa ni 
statistično značilna (p=0,658). 
b) Primerjava med genotipi MTHFR rs1801133 
Za analizo smo uporabili Kruskal – Wallisov test in Spearmanovo korelacijo. Rezultati so 
prikazani v Tabeli 16. 
Tabela 16: Rezultati testov povezanosti DTL z genotipom MTHFR rs1801133 
MTHFR Genotip Vsi preiskovanci 








3,880 ± 2,651 
5,868 ± 14,807 
4,088 ± 3,424 
p = 0,537 ρ = -0,021 
p = 0,779 
 
S Kruskal-Wallisovim testom nismo dokazali povezave med genotipi MTHFR rs1801133 in 
DTL, saj nismo dokazali statistično značilne povezave (p=0,537). Spearmanov koeficient kaže 
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na šibko negativno povezanost med spremenljivkama (ρ=-0,021), ki pa ni statistično značilna 
(p=0,779).  
4.3.2 Dolžina telomer v odvisnosti od polimorfizma rs1801131 gena MTHFR 
a) Prisotnost / odsotnost polimorfizma 
Za statistično analizo smo uporabili Mann – Whitneyev test in Spearmanovo korelacijo. 
Rezultati so prikazani v Tabeli 17. 
Tabela 17: Rezultati testov povezanosti DTL s prisotnostjo/odsotnostjo polimorfizma 
rs1801131 
Mann-Whitney p = 0,628 
Spearmanova korelacija ρ = 0,036 
p = 0,629 
 
Z Mann-Whitneyevim testom nismo dokazali povezave med prisotnostjo/odsotnostjo 
polimorfizma rs1801131 ter DTL, saj nismo dokazali statistično značilne povezave (p=0,628). 
Spearmanov koeficient kaže na šibko povezanost med spremenljivkama (ρ=0,036), ki pa ni 
statistično značilna (p=0,629). 
b) Primerjava med genotipi MTHFR rs 1801131  
Za analizo smo uporabili Kruskal – Wallisov test in Spearmanovo korelacijo. Rezultati so 
prikazani v Tabeli 18. 
Tabela 18: Rezultati testov povezanosti DTL med genotipi MTHFR rs1801131  
MTHFR Genotip Vsi preiskovanci 








5,607 ± 14,402 
4,132 ± 2,650 
3,951 ± 2,213 
p = 0,819 ρ = -0,043 
p = 0,569 
 
S Kruskal-Wallisovim testom nismo dokazali povezave med vsemi alelnimi razporeditvami in 
DTL, saj nismo dokazali statistično značilne povezave (p=0,819). Spearmanov koeficient kaže 
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na šibko negativno povezanost med spremenljivkama (ρ=-0,043), ki pa ni statistično značilna 
(p=0,569). 
4.3.3 Primerjava genotipov na obeh lokusih 
Z Mann-Whitneyevim testom smo primerjali dolžino telomer med posamezniki z obema 
polimorfizmoma gena MTHFR rs1801133 in rs1801131 in tistimi, ki polimorfizma nimajo. 
Rezultati so prikazani v Tabeli 19.  
Tabela 19: Rezultati testov primerjave genotipov na obeh lokusih 
MTHFR Mann-Whitney Spearmanova korelacija 
polimorfizem rs1801131 + 
rs1801133 
p = 0,193 ρ = 0,193 
p = 0,193 
 
Z Mann-Whitneyevim testom nismo dokazali povezave med krajšimi telomerami in prisotnima 
polimorfizmoma gena MTHFR rs1801131 in rs1801133, saj nismo dokazali statistično značilne 
povezave (p=0,193). Spearmanov koeficient kaže na šibko povezanost med spremenljivkama 














Namen magistrske naloge je bil opredeliti vpliv polimorfizmov gena MTHFR na relativno 
dolžino telomer pri zdravih slovenskih preiskovancih. Hipoteze, da starost in spol preiskovanca 
ter polimorfizma gena MTHFR vplivajo na dolžino telomer pri zdravih preiskovancih, nam ni 
uspelo dokazati, saj s testi nismo dokazali statistično pomembnih razlik. Do sedaj opravljene 
raziskave so pokazale, da imajo moški s koncentracijo folata <11,6 nmol/ L in genotipom TT 
polimorfizma rs1801133 v plazmi daljše DTL v primerjavi s tistimi z genotipom CC (75). 
Ugotovljena je bila tudi šibka povezava pri ženskah in sicer med tistimi z alelom C 
polimorfizma rs1801131 gena MTHFR in krajšimi DTL (75). Nas je zanimala povezava med 
variabilnostjo gena MTHFR, ki je pomemben za usmerjanje metilne skupine v sintezo 
gradnikov DNA, ter dolžino telomer pri obeh spolih in v vseh starostnih skupinah. Če oseb s 
polimorfizmi gena MTFHR ne zdravimo z dodatki vitamina B, pride do povečanja popravljalnih 
mehanizmov DNA in s tem do krajšanja telomer (76). 
V magistrsko nalogo smo vključili 183 preiskovancev, in sicer zdravih krvodajalcev, starih med 
18 in 65 let. Preiskovance smo razdelili v dve skupini, v skupino starejših preiskovancev, starih 
med 50 in 65 let, in skupino mlajših preiskovancev, starih med 18 in 29 let. Podatka, ki sta bila 
za posameznega preiskovanca na voljo, sta bila torej samo podatka o starosti in spolu. Znano 
je, da se dolžina telomer z leti krajša (7) in da med spoloma obstajajo razlike v njihovi dolžini 
(21). Ob rojstvu med spoloma v dolžini telomer ni razlike, kasneje pa je dolžina telomer krajša 
pri moških kot pri ženskah in daljša pri potomcih starejših očetov. Ker pa na dolžino telomer 
še vplivajo številni drugi dejavniki, kot so aktivnost telomeraze, vzorec, v katerem merimo 
dolžino telomer, genetski, okoljski in psihosocialni dejavniki, vnos in količina nekaterih 
vitaminov v telesu, trenutno stanje imunskega sistema, rak in ostale pridružene bolezni (22, 77), 
ki jih v naši raziskavi zaradi premalo podatkov nismo upoštevali, rezultate težko interpretiramo 
in delamo zaključke. Ker so vsi preiskovanci bili zdravi krvodajalci, je obstajala tudi možnost, 
da bi imeli druge, še neodkrite bolezni. V nekaterih preiskavah so ugotovili tudi povezanost 
med dolžino telomer in vnosom kofeina ter povišano temperaturo (75).  
Zaradi stalnega podaljševanja življenjske dobe prebivalstva in posledično vedno večjega števila 
s starostjo povezanih kroničnih bolezni, se število raziskav o staranju, iskanju novih bioloških 
označevalcev za zgodnejše odkrivanje ter iskanje tarč za učinkovitejše zdravljenje teh bolezni 
povečuje. Da bi bolje razumeli mehanizme staranja in z njim povezane bolezni, vedno več 
raziskav vključuje preučevanje telomer. Prvo raziskavo, ki je poročala, da krajše telomere 
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napovedujejo umrljivost, je leta 2003 objavil Cawthon (78). Leta 2005 so objavili raziskavo, ki 
potrjuje, da dolžina telomer ustreza številnim kriterijem biološkega označevalca staranja, saj se 
spreminja z leti, ima visoko inter-individualno variabilnost ter korelira s staranjem in s starostjo 
povezanimi boleznimi (22, 79). Iz rezultatov statističnih testov te magistrske naloge je razvidno, 
da nam ni uspelo dokazati razlike v dolžini telomer med mlajšimi in starejšimi preiskovanci. 
Takšni rezultati so presenetljivi, saj je krajšanje telomer s starostjo že skoraj splošno sprejeto 
dejstvo. Vzroki za takšne rezultate lahko ležijo v tem, da smo v preiskavo vključili zelo malo 
preiskovancev in se zato razlike niso tako dobro pokazale. Možen vzrok bi lahko bilo tudi 
delovanje encima telomeraze, ki prispeva k podaljševanju telomer.  
Do sedaj opravljene raziskave dolžino telomer že povezujejo z razlikami v spolu. Dokazano je, 
da imajo ženske v povprečju daljše telomere kot moški. Razlog, ki ga raziskave navajajo, naj 
bi bilo delovanje estrogena, ki lahko spodbudi sintezo telomeraze in lahko deluje kot zaščita 
pred ROS (81). Pomemben razlog predstavlja tudi heterogametna spolna hipoteza, ki navaja, 
da so posamezniki s parom različnih kromosomov (moški s kromosomi XY) slabše zaščiteni 
pred škodljivimi geni, izraženimi na kromosomu X v primerjavi s posamezniki z istim parom 
kromosomov (ženske s kromosomi XX). Pari z enakimi kromosomi imajo torej tako imenovane 
»varnostne« kopije kromosomov, kjer lahko drugi kromosom deluje kompenzatorno (80 – 82). 
Dokazati smo želeli pozitivno povezanost med dolžino telomer in spolom, o kateri so poročali 
v dosedanjih člankih (80-81, 83). Glede na izsledke dosedanjih raziskav smo pričakovali razlike 
med spoloma. Vzroki za dokazano zelo šibko povezanost so lahko premajhno število 
preiskovancev in skoraj enkrat večje število preiskovancev moškega spola kot ženskega.  
Vpliva prisotnih polimorfizmov gena MTHFR na spreminjanje dolžine telomer nismo dokazali, 
saj nismo dokazali nobene statistično pomembne razlike v dolžini telomer med preiskovanci s 
prisotno spremembno in preiskovanci brez. V raziskavi iz leta 2009 (84), so želeli dokazati, da 
so polimorfizmi MTHFR povezani s krajšanjem telomer. Polimorfizem rs1801133 so povezali 
s količino folata v plazmi udeležencev preiskave. Posamezniki z genotipom TT so imeli nižje 
koncentracije folata v primerjavi s tistimi z genotipom CC (p = 0,006) in CT (p = 0,12). Analiza 
ni pokazala nobene statistično pomembne povezave med polimorfizmom rs1801133 in dolžino 
telomer. Naslednja raziskava je pokazala, da se vpliv polimorfizma rs1801133 gena MTHFR v 
plazemski koncentraciji homocisteina in metilaciji DNA pokaže le pri ljudeh z nizko 
koncentracijo folata v krvi. S tem namenom so preiskovance razdelili v skupine glede na 
koncentracijo folata. Pri posameznikih s koncentracijo folata <11,6 nmol/ L in genotipom TT 
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rs1801133, je bila DTL krajša, kot pri genotipu CC. Pri posameznikih s koncentracijo folata 
višjo od 11,6 nmol/ L, povezave med DTL in polimorfizmom niso zaznali (84). 
Iz rezultatov statističnih testov vidimo, da nam ni uspelo dokazati nobene statistično pomembne 
razlike med posameznimi genotipi (p > 0,05). Pričakovali smo, da bomo dokazali razliko med 
homozigoti za polimorfni (TT) in homozigoti za alel divjega tipa (CC), tako kot so dokazali v 
raziskavi iz leta 2009, kjer so homozigoti divjega tipa imeli daljše telomere (84).  V omenjeno 
raziskavo je bilo vključenih 195 preiskovancev, vsi so bili moškega spola. Ker je bila to edina 
raziskava o dolžini telomer v povezavi s polimorfizmom rs1801133 gena MTHFR in še ta je 
vključevala samo moške, naše rezultate zato težko primerjamo. Rezultate bi morali 
ekstrapolirati tudi na ženski spol in s tem bi lahko prišlo do napak pri ovrednotenju rezultatov. 
V nadaljevanju raziskave bi bilo pomembno, da bi od preiskovancev pridobili še podatek o 
koncentraciji folata v plazmi. DTL bi lahko interpretirali tudi glede na vrednost vitamina B12 in 
vrednost homocisteina v krvi. 
Polimorfizem rs1801131 gena MTHFR z DTL zaenkrat povezuje le ena študija iz leta 2013. V 
študijo je bilo vključenih 475 žensk, starih med 30 in 55 let. Študija se je izvajala v 11 državah 
Združenih držav Amerike (ZDA).  Za merjenje relativne DTL je bila uporabljena metoda Q-
PCR. Z raziskavo so dokazali šibko povezavo med polimorfizmom rs1801131 gena MTHFR in 
krajšimi telomerami (75). S statističnimi testi smo želeli dokazati, da polimorfizem gena 
MTHFR vpliva na dolžino telomer. Iz rezultatov testov vidimo, da nam ni uspelo dokazati 
nobene statistično pomembne razlike med posameznimi alelnimi razporeditvami (p > 0,05). 
Ker obstaja samo ena do sedaj opravljena raziskava, ki vključuje polimorfizem rs1801131 gena 
MTHFR in DTL (75) in še ta je vključevala samo ženske, rezultate težko primerjamo z našimi 
preiskovanci, saj smo mi v našo preiskavo vključili oba spola in tudi mlajše preiskovance od 
30 let. Analizo bi lahko izboljšali tako, da bi preiskovancem v krvi izmerili še folate, vitamin 
B6, vitamin B12, cistein in homocistein, vključili pa bi lahko tudi podatke o kajenju, indeks 
telesne mase (BMI) in fizično aktivnost preiskovancev.  
Telomere so kompleksna struktura, ki se s časom krajšajo, nekatere raziskave pa predvidevajo, 
da se s časom lahko tudi podaljšujejo s pomočjo encima telomeraze (85). Telomeraza je najbolj 
aktivna v zarodnih matičnih celicah in nekaterih celicah imunskega sistema. V somatskih 
celicah je aktivnost telomeraze skoraj nezaznavna (86). Aktivnost telomeraze in vivo je težko 
meriti (85), možna razlaga je ta, da dolžino telomer merimo v »premikajoči se tarči«, v 
levkocitih, ki so mešanica različnih imunskih celic, ki kroži po krvnem obtoku. Poznana sta dva 
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načina podaljševanja telomer; dejansko podaljševanje in psevdo podaljševanje, ki je obratno od 
telomernega staranja. Do slednjega pride, ko se povprečna dolžina telomere poveča, vendar na 
račun prerazporeditve celičnih subpopulacij (spremeni se odstotek različnih tipov celic, pride 
do prerazporeditve celic med krvjo in tkivi ter nadomestitve v obtoku). Do dejanskega 
podaljševanja pa pride v celicah s kratkimi telomerami, ki se pred krajšanjem zaščitijo tako, da 
se poveča aktivnost telomeraze. Telomeraza lahko podaljša kratke telomere do točke, ko 
postanejo celo daljše kot dolge telomere (87). Raziskava iz leta 2012 navaja, da je podaljševanje 
ali vzdrževanje dolžine telomer mogoče opaziti pri merjenju dolžine telomer v krajšem 
časovnem zaporedju (dva do šest let), k čemer prispeva tudi psevdo podaljševanje, pri daljšem 
obdobju merjenja (10 let ali več), pa podaljševanje telomer več ni bilo zaznano (85).  
V magistrski nalogi smo DNA izolirali iz vzorcev polne krvi. Torej smo dolžino telomer v krvi 
merili v vzorcu DNA, ki je prihajala iz vseh celic z jedrom, kar je lahko pripomoglo k temu, da 
nam vpliva polimorfizmov gena MTHFR ni uspelo dokazati. Levkociti so skupina tesno 
povezanih celic, ki izhajajo iz dveh hematopoetskih celičnih linij; mieloična in limfoidna vrsta. 
Vključuje nevtrofilce, eozinofilce, monocite, bazofilce in limfocite (limfociti T; celice CD4+ 
in CD8+, limfociti B, naravne celice ubijalke) (88). Povprečna relativna dolžina telomer je v 
vsaki izmed teh celic različna in se spreminja z različno hitrostjo tekom življenja posameznika. 
S starostjo se poveča delež monocitov in zmanjša delež limfocitov, poveča delež spominskih 
limfocitov ter zmanjša delež naivnih limfocitov (89). Ker se mieloične krvotvorne matične 
celice ne delijo, zreli limfociti pa so podvrženi obsežni celični delitvi, izmerjena relativna 
dolžina levkocitov odraža vsoto oziroma povprečje za celice s potencialno zelo različno 
replikativno zgodovino. Poleg tega so telomere v povprečju daljše v naivnih kot v spominskih 
T celicah (90-91), ter daljše v CD28+ kot v bolje diferenciranih CD28- CD8+ T celicah (92). 
Kim in sodelavci (93) in Simpson in sodelavci (94) sta v svojih raziskavah dokazala, da na 
dolžino telomer pomembno vpliva tudi zmerna fizična aktivnost, ki povzroči proliferacijo 
naivnih limfocitov T, kar vodi v navidezno ali dejansko podaljšanje dolžine telomer.  
Tako kot se v različnih celicah imunskega sistema spreminja dolžina telomer, se spreminja tudi 
telomerazna aktivnost. Medtem ko dolžina telomere odraža kumulativne učinke genetskih in 
okoljskih dejavnikov, je aktivnost telomeraze dinamična in se spreminja v odvisnosti od 
okoljskih dejavnikov, življenjskega sloga ter sprememb dolžine telomer (95). Robertsonova 
študija dinamike spreminjanja dolžine telomer v nevtrofilcih in  T limfocitih je pokazala, da je 
telomerazno aktivnost mogoče zaznati v limfocitih T in limfocitih B, medtem ko v nevtrofilcih 
niso zaznali telomerazne aktivnosti (96). Telomerazna aktivnost je močno povezana z 
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diferenciacijo T in B celic. Ko so stimulirane s specifičnimi antigeni, so podvržene več celičnim 
delitvam. Večina aktiviranih celic po koncu imunskega odziva umre, medtem ko spominske 
celice ostanejo v telesu celo življenje in se ponovno aktivirajo ob srečanju z istim antigenom. 
Ko se celice diferencirajo od naivnih limfocitov T in limfocitov B v spominske celice, se 
telomerazna aktivnost zmanjša, ob antigenski aktivaciji pa poveča (97).  To je tudi razlog, da 
so telomere v naivnih T limfocitih daljše kot v spominskih celicah (98).  
Pomemben vpliv na dolžino telomer imajo tudi genetski dejavniki. Dolžina telomer se ob 
rojstvu med spoloma ne razlikuje, do opaznih sprememb v njihovi dolžini pride v prvih nekaj 
letih življenja. Na dolžino telomer naj bi vplivala tudi starost očeta ob rojstvu, saj imajo potomci 
starejših očetov daljše telomere. Genetske variacije, mlajša starost očeta ob spočetju, 
gestacijska starost in prenatalni stres matere so znani dejavniki, povezani s krajšimi telomeri v 
odrasli dobi (99-102).  
Dokazano je, da na dolžino telomer vpliva tudi biokemični in psihosocialni stres. Biokemični 
stresorji, kot so kateholamini, kortizol, oksidativni stres in vnetni dejavniki, korelirajo s 
krajšimi telomerami pri otrocih in odraslih (103-104). Močan stres povzroči sproščanje 
glukokortikoidov iz nadledvične žleze. Ti hormoni znižajo raven antioksidantnih proteinov, kar 
vodi v povečane oksidativne poškodbe DNA in pospešeno krajšanje telomer (105-106). V 
raziskavi, ki je obravnavala kratkoročne spremembe v dolžini telomer v različnih vrstah celic, 
je velika izpostavljenost oksidativnemu stresu v prvih petih mesecih povzročila selektivno 
povečanje dolžine telomer v granulocitih in naivnih T-celicah, čemur je sledil hiter upad v 
naslednjih sedmih mesecih. V spominskih B celicah sprememb niso zaznali (107).  Tekom 
življenja se daljše telomere krajšajo hitreje, saj imajo večjo površino in so tako bolj podvržene 
oksidativnemu stresu. 
Psihosocialni stres (fizična in psihična zloraba, zanemarjanje, ločitev, izguba staršev v otroštvu, 
nasilje, slabi družinski odnosi) in dolžino telomer je preučevalo 14 študij. V 12 študijah so 
dokazali, da je stres v otroštvu ali odraslem življenju vplival na krajše telomere (108). Močan 
psihološki stres v otroštvu vodi v spremenjeno psihično in fizično odzivnost na stres. Korelira 
s povišanim kortizolom, ki velja za stresni hormon in je povezan tudi z znižano aktivnostjo 
telomeraze, povišanimi vnetnimi faktorji in povišanim oksidativnim stresom. Psihološki stres 
lahko povzroči tudi staranje imunskega sistema, saj se zviša proliferacija imunskih celic in 
posledično pride do hitrejšega krajšanja telomerov (109). Večina ljudi je pozitivna na latentne 
viruse, kot sta citomegalovirus in Epstein-Barr virus (EBV). Kronični stres lahko reaktivira 
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latentni virus in pospeši njegovo razmnoževanje, zmanjša aktivnost telomeraze in aktivira 
imunski sistem ter s tem povzroči proliferacijo celic, kar vodi v skrajšanje telomer. Iz tega torej 
lahko izhajamo, da neaktiviran oz. manj aktiviran imunski sistem teoretično povzroči manjšo 
proliferacijo celic in s tem počasnejše krajšanje telomer (77, 110). Določiti, ali je na dinamiko 
spreminjanja dolžine telomer vplival biokemični ali psihološki stres je težko oz. skoraj 
nemogoče, saj ne moremo ugotavljati vpliva posameznega dejavnika, ker vsi med seboj 
delujejo soodvisno.  
Bolj spodbuden del v zgodbi o telomerah je dejstvo, da s svojim življenjskim slogom in 
duševnim zdravjem lahko posredno vplivamo na dolžino telomer. Fizično aktiven življenjski 
slog, dobra prehrana, ki vsebuje omega 3 maščobne kisline, antioksidante in nepredelano rdeče 
meso, dober spanec in nizka raven stresa, so le nekateri od dejavnikov, povezanih z daljšimi 
telomerami (111-112). Longitudinalne študije so dokazale tudi, da visceralna debelost 
napoveduje skrajšanje telomer.  
Za preiskovance, ki smo jih vključili v preiskavo, podatkov o življenjskem slogu, prehrani, 
stresu, kajenju, teži oz. BMI in virusnih okužbah niso bili na voljo, kljub temu da vse našteto 
pomembno vpliva na dinamiko spreminjanja dolžine telomer. Za bolj poglobljeno analizo bi 
potrebovali več podatkov, spremljali bi lahko prehranski status in vnos folatov, vključili bi 
lahko več genov folatne poti, prav tako pa bi bilo smiselno izvesti longitudinalne študije, kjer 
bi preiskovance opazovali v daljšem časovnem obdobju. Z našimi ugotovitvami tako ne 
moremo potrditi začetne hipoteze, da polimorfizmi gena MTHFR vplivajo na dinamiko 
spreminjanja dolžine telomer pri zdravih mladih in starejših preiskovancih, saj nam ni uspelo 
dokazati statistično pomembnih razlik. Kljub temu je naša raziskava prispevek k znanosti, saj 
so bili vsi vzorci zajeti iz iste populacije in pridobljeni na enak način, zato med njimi ni bilo 
večjih genetskih razlik.  
Vpliva polimorfizmov rs1801131 in rs1801133 gena MTHFR na dolžino telomer ne moremo 
izključiti, saj ga morda nismo opazili zaradi naslednjih vzrokov: 
- prenizko število krvodajalcev, vključenih v preiskavo, 
- enkraten odvzem krvi,  
- DNA izolirana iz polne krvi, 
- vpliv ostalih genetskih in socialno-okoljskih dejavnikov, 
- neopredeljen vpliv vnetja in oksidativnega stresa, 
- neopredeljen vpliv ravni folatov in vitaminov v krvi preiskovancev, 
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- razlike v dolžini telomer že ob rojstvu preiskovancev, 
























Vpliv polimorfizmov gena MTHFR na spreminjanje dolžine telomer je še zelo neraziskano 
področje. Namen magistrske naloge je bil ovrednotiti vpliv variabilnosti gena MTHFR na 
dolžino telomer. Za testiranje zastavljene hipoteze smo delo razdelili na tri sklope.  
• Določili smo dolžine telomer v vzorcih DNA zdravih slovenskih preiskovancev. 
• Določili smo prisotnost polimorfizmov rs1801131 in rs1801133 gena MTHFR. 
• Podatke smo statistično obdelali. 
Prva dva sklopa smo izvedli uspešno in s tem pridobili ustrezne podatke o dolžini telomer  za 
nadaljnjo statistično analizo. Hipoteze nam ni uspelo dokazati, saj raziskava ni prinesla 
pričakovanih rezultatov. Tako povezave polimorfizmov gena MTHFR in dolžino telomer nismo 
dokazali.  
Raziskava je pokazala, da so telomere zelo kompleksna struktura, ki se razlikujejo pri vsakem 
posamezniku in na katere vplivajo številni dejavniki. V raziskavi nismo upoštevali vseh 
dejavnikov, ki lahko vplivajo na dolžino telomer in posamezno nimajo vpliva ali pa je le-ta 
majhen in ga zaradi tega težko zaznamo. V raziskavo bi bilo potrebno vključiti še preiskovance 
v srednji starostni skupini, tako bi pridobili tudi večje število preiskovancev in s tem povečali 
statistično značilnost rezultatov. V prihodnje bi bilo morda smiselno od preiskovancev pridobiti 
več podatkov ter izvesti longitudinalno študijo, kar bi pripomoglo v dodatnemu razumevanju 
vpliva polimorfizmov na dinamiko spreminjanja dolžine telomer. Čeprav naša raziskava ni 
dokazala statistično pomembnega vpliva polimorfizmov gena MTHFR na spreminjanje dolžine 
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I B1 1,872 1,944 1,908 0,051 
III B3 4,429 4,269 0,995 0,014 
I C1 1,355 1,353 1,354 0,001 
III C3 1,805 1,802 1,804 0,002 
I D1 2,985 3,055 3,020 0,050 
III A5 3,529 3,648 3,589 0,084 
I E1 2,239 2,139 2,189 0,070 
I F1 2,071 2,074 2,072 0,002 
I G1 5,429 5,419 5,424 0,007 















































































III A4 3,890 3,971 3,931 0,057 
III B5 2,639 2,719 2,679 0,056 
III B6 3,476 3,315 3,395 0,114 
III C5 5,380 5,445 5,413 0,046 
III C4 3,716 3,604 3,660 0,079 
III D3 2,242 2,439 2,341 0,028 
III D5 2,536 2,695 2,615 0,003 
III D6 4,146 4,085 4,116 0,139 
III E5 2,387 2,333 2,360 0,112 
III E4 3,862 3,653 3,757 0,148 
III E6 3,634 3,832 3,733 0,139 
III F3 4,121 4,272 4,197 0,107 
III F4 3,470 3,463 3,467 0,005 
III G3 5,067 4,886 4,977 0,128 
III H3 3,794 3,727 3,760 0,047 
III E3 1,059 1,053 1,056 0,004 
























































































III A10 2,265 2,144 2,205 0,085 
III F6 3,171 2,961 3,066 0,148 
III A12 2,963 3,145 3,054 0,129 
III B7 1,923 2,078 2,001 0,109 
III B10 2,558 2,554 2,556 0,003 
III G6 2,891 2,864 2,878 0,019 
III C10 3,516 3,564 3,539 0,033 
III H6 4,859 5,002 4,391 0,100 
III C8 2,266 2,341 2,303 0,053 
III C12 3,590 3,735 3,663 0,103 
III D7 1,569 1,601 1,585 0,022 
III D8 3,192 3,376 3,284 0,130 
III D12 2,539 2,618 2,579 0,056 
III E7 3,871 3,941 3,906 0,050 
III E8 4,591 4,417 4,504 0,123 
III F7 3,420 3,581 3,500 0,114 
III F10 2,781 2,784 2,782 0,002 
III F8 5,847 5,757 5,802 0,064 
III F12 4,043 4,035 4,039 0,005 
III G7 2,409 2,326 2,367 0,059 
III G10 2,883 2,821 2,852 0,044 
III G8 3,909 3,720 3,814 0,134 
III G12 3,813 3,809 3,811 0,003 












































































1 A4 9,120 9,007 9,103 0,136 
1 A5 4,732 4,532 4,632 0,141 
1 A8 5,802 5,641 5,721 0,114 
1 C4 7,512 7,318 7,415 0,138 
1 C5 2,896 2,892 2,894 0,003 
1 D4 5,772 5,838 5,805 0,047 
1 E4 3,845 3,721 3,783 0,088 
1 E5 14,027 14,011 14,012 0,011 
1 F4 12,205 12,116 12,160 0,063 
1 F5 5,145 5,229 5,187 0,060 
1 H6 8,282 8,451 8,366 0,119 

















































































I G2 2,743 2,803 2,773 0,042 
3 E2 3,952 3,869 3,911 0,059 
I F7 2,796 2,595 2,696 0,142 
I A6 4,066 4,040 4,053 0,018 
I H7 1,943 1,834 1,888 0,077 
3 H8 2,094 2,174 2,134 0,057 
I A9 2,363 2,221 2,292 0,100 
3 H3 3,531 3,738 3,635 0,147 
I D6 2,233 2,163 2,198 0,049 
I B9 1,331 1,166 1,399 0,096 
3 B4 3,937 3,862 3,899 0,053 
I B8 1,307 1,382 1,345 0,053 
3 F4 1,928 1,952 1,940 0,017 
I C8 1,784 1,800 1,792 0,011 
I H6 2,460 2,286 2,373 0,123 
3 D5 2,361 2,263 2,312 0,069 
I D8 1,476 1,402 1,439 0,053 
I C7 1,214 1,333 1,274 0,084 
I H1 2,627 2,831 2,729 0,144 























































































I G10 1,030 0,997 1,014 0,023 
I H9 1,053 1,033 1,044 0,014 
I H10 4,393 4,302 4,347 0,064 
I A10 1,589 1,778 1,683 0,134 
I B11 1,997 1,909 1,953 0,062 
I C10 6,575 6,448 6,512 0,090 
I D11 1,501 1,465 1,483 0,025 
I D10 1,446 1,473 1,459 0,019 
I E10 1,060 1,094 1,077 0,024 
I G11 1,304 1,454 1,379 0,106 
I F10 1,360 1,250 1,305 0,078 



























































I B12 1,342 1,443 1,393 0,071 
I C12 1,939 1,969 1,954 0,021 
1 G2 4,761 4,608 4,684 0,108 
1 C3 4,421 4,627 4,524 0,146 
I H12 3,407 3,470 3,434 0,044 
1 C2 3,856 3,886 3,871 0,021 
1 D2 10,393 10,407 10,400 0,009 
1 C1 1,968 1,890 1,929 0,055 































































1 G11 1,629 1,630 1,630 0,001 
1 G10 2,488 2,436 2,462 0,037 
1 E12 2,073 2,020 2,046 0,037 
1 H10 1,801 2,003 1,902 0,143 
1 F12 5,229 5,350 5,290 0,086 
1 E9 14,726 14,529 14,627 0,139 
1 G7 3,718 3,707 3,713 0,008 
1 D11 1,613 1,781 1,697 0,119 
1 H7 7,403 7,259 7,331 0,102 
1 D10 2,227 2,174 2,200 0,037 











































































III C9 5,958 5,875 5,916 0,058 
III C2 3,136 3,337 3,236 0,142 
III D11 3,942 3,853 3,897 0,063 
III D9 3,844 3,948 3,896 0,073 
III D2 3,824 3,868 3,846 0,031 
III E11 3,346 3,428 3,387 0,058 
III D1 1,243 1,412 1,327 0,119 
III E9 5,154 5,153 5,154 0,001 
III E2 4,321 4,509 4,415 0,132 
III F11 5,190 5,212 5,201 0,015 
III E1 1,301 1,226 1,264 0,052 
III F9 4,032 3,898 3,965 0,095 
III F2 1,899 1,921 1,910 0,016 
III G11 3,981 3,926 3,955 0,037 
III F1 2,536 2,503 2,519 0,023 
III G9 2,272 2,312 2,292 0,028 
III G2 6,107 6,113 6,110 0,004 
III G1 2,985 3,023 3,004 0,027 
III H9 5,757 5,912 5,835 0,109 
III H2 3,154 3,142 3,148 0,009 
III H1 3,767 3,616 3,692 0,107 
III B11 3,658 3,634 3,646 0,017 
III H5 2,612 2,213 2,413 0,282 
III B2 5,783 5,442 5,612 0,251 
III C11 4,437 4,354 4,396 0,058 

























































































I H8 7,070 6,956 7,013 0,080 
1 F2 7,081 7,111 7,096 0,021 
I E12 1,513 1,491 1,502 0,015 
1 H4 10,394 10,317 10,356 0,054 
I G12 3,149 2,981 3,065 0,119 
I G6 13,802 13,619 13,711 0,130 
1 B1 2,810 2,615 2,712 0,138 
I C3 8,270 8,137 8,203 0,094 
1 F3 6,386 6,506 6,446 0,085 
I G9 1,542 1,664 1,603 0,086 
I E7 2,183 2,354 2,268 0,121 
1 E1 7,999 8,007 8,003 0,006 
I A8 1,500 1,690 1,595 0,135 
I E8 2,269 2,145 2,207 0,088 




























































III G4 5,043 4,903 4,973 0,099 
1 E8 1,094 0,903 0,998 0,135 
III H4 1,972 1,858 1,915 0,081 
1 A7 4,276 4,288 4,282 0,009 
III H7 3,690 4,054 4,007 0,066 
3 E9 2,370 2,294 2,332 0,054 
III A8 1,775 1,944 1,860 0,119 
III H11 8,208 8,308 8,258 0,070 




















































































1 D9 2,306 2,431 2,369 0,089 
III A6 10,862 10,726 10,794 0,096 
1 F9 2,324 2,459 2,392 0,095 
1 G9 6,389 6,369 6,379 0,014 
1 F10 5,587 5,485 5,536 0,072 
1 E11 1,760 1,834 1,797 0,053 




























































III B1 4,887 4,752 4,819 0,096 
III B8 4,974 4,806 4,890 0,119 
III C1 8,392 8,385 8,388 0,005 
III D10 5,076 4,955 5,015 0,086 
III E10 4,977 4,982 4,979 0,003 
III E12 6,146 5,941 6,043 0,145 





















































































 1 F1 6,744 6,702 6,723 0,030 
1 F6 11,798 11,872 11,835 0,052 
1 B2 17,193 17,385 17,289 0,136 
1 E3 9,340 9,393 9,367 0,037 
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Priloga 2: Rezultati preverjanja normalnosti porazdelitve 
Tabela 20: Rezultati Shapiro - Wilkov testa za preverjanje normalnosti porazdelitve 
 







/ 183 1,003 3,812 0,000 ne 
Starost mlajši 91 1,130 2,525 0,000 ne 
starejši 92 -0,437 0,425 0,102 da 
Spol moški 118 1,230 4,862 0,000 ne 





69 0,049 -0,039 0,181 da 
polimorfizem 110 1,271 4,421 0,000 ne 
homozigot za 
normalni alel 




70 0,068 -0,105 0,152 da 





92 1,434 5,090 0,000 ne 
polimorfizem 87 0,064 -0,552 0,366 da 
homozigot za 
normalni alel 




92 1,434 5,090 0,000 ne 
heterozigot 71 0,116 -0,479 0,382 da 
 
 
 
 
